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随 着 生命 科学 研究 的 快速 发 展 ,生物 荧光 技术 在 细胞 免疫 学 .微生物 学 、 分 
子 生物 学 .分子 遗传 学 、 神 经 分 子 生 物 学 .、 病 理学、 和 肿瘤 学 .临床 检验 学 、 医 学 、 植 
物 学 等 方面 的 应 用 越 来 越 广 泛 ;制备 各 种 荧光 生物 样品 的 方法 越 来 越 多 ;用 于 荧 
光 检 测 的 仪器 种 类 不 断 增加 ,而 且 也 越 来 越 先进 。 荧 光 技 术 已 经 成 为 生命 科学 
研究 的 重要 手段 之 一 。 因 此 ,了 解 荧光 的 基本 知识 ,熟悉 荧光 技术 在 生命 科学 研 
究 中 的 应 用 ,掌握 常用 的 荧光 生物 样品 的 制备 方法 ,了 解 荧光 检测 仪器 的 基本 原 
理 和 操作 步 又 ,是 生命 科学 研究 者 必 备 的 知识 和 技能 。 我 们 编写 本 书 的 目的 ,是 
为 了 给 对 细胞 生物 学 荧光 技术 感 兴趣 的 老师 、 研 究 生 和 本 科 生 提供 基本 知识 、 相 
关 的 实验 方法 和 技术 参考 ， 

本 书 共 分 三 部 分 :第 一 部 分 介绍 荧光 的 基本 知识 .发 展 史 .荧光 探 针 、 活 体 荧 
光 材 料 一 一 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 及 最 新 型 荧光 材料 一 一 量子 点 ;第 二 部 分 介绍 
荣光 技术 在 生命 科学 中 的 应 用 及 荣光 生物 样品 的 制备 方法 ,其 中 荧光 技术 在 细 
胞 效 亡 研究 中 的 应 用 、 流 式 细胞 术 在 细胞 生物 学 中 的 应 用 、 荧 光 在 细胞 骨架 研究 
中 的 应 用 ,荧光 原 位 杂交 ,荧光 在 HER2/ErbB2/p185 研究 中 的 应 用 及 绿色 荧光 
蛋白 (GFP) 在 动 植物 细胞 和 分 子 生物 学 中 的 应 用 是 中 国 科学 技术 大 学 生命 科学 
学 院 ( 以 下 简称 “我 院 ”) 多 位 教授 科研 项 目 中 正在 研究 的 内 容 ; 第 三 部 分 介绍 了 
我 院 现 已 拥有 的 生物 荧光 显微镜 、 激 光 共 聚焦 显微镜 、 细 胞 遗传 工作 站 、 活 细胞 
荧光 工作 站 、 流 式 细胞 仪 荧光 定量 PCR 仪 等 荧光 检测 仪器 的 基本 原理 ,操作 步 
又 及 注意 事项 。 本 书 彩 页 中 的 大 部 分 照片 是 使 用 我 院 拥 有 的 上 述 各 种 荧光 检测 
仪器 获得 的 。 

本 书 的 编者 为 我 院 多 年 从 事 仪器 管理 的 中 青年 教师 和 从 事 相 关 课 题 研究 的 
硕士 .博士 研究 生 。 其 中 第 一 章 BOB .第 三 章 、 第 五 章 、. 第 十 二 章 第 一 节 、 第 十 
三 章 .第 十 四 章 的 第 二 第 三 节 及 第 十 七 章 由 刘 爱 平 编写 ;第 六 章 、 第 十 五 章 .第 
十 九 章 及 第 二 十 一 章 由 王 琦 琛 编写 ;第 四 章 、 第 十 四 章 的 第 一 节 及 第 十 六 章 由 张 
文 锐 编写 ;第 七 章 由 姚 展 编写 ;第 八 章 由 郑 晓 东 编写 ;第 九 章 由 郭 振 编写 ;第 十 章 
由 易 局 角 编 写 ; 第 十 一 章 由 程 联 胜 和 陈 俏 俏 编写 ;第 十 二 章 的 第 二 节 由 赵 薄 编 
与 ;第 十 八 章 由 王 黎 责编 写 ; 第 二 十 章 由 偶 海 辉 编 写 。 





在 本 书 的 编写 过 程 中 ,得 到 了 院 领 导 的 大 力 支持 和 本 院 “ 长 江 学 者 ” 姚 雪 虎 、 
向 成 让 教授 ,“ 百 人 计划 ” 吴 缅 、 史 庆 华 , 田 志 刚 教授 和 刘 顽 、 魏 海 明 教授 以 及 许多 
老师 和 研究 生 的 关心 和 帮助 ,在 此 向 他 们 表示 衷心 的 感谢 ! 同时 , 校 教务 处 和 研 
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一 、 光 的 本 质 


光 是 一 种 可 见 的 电磁 波 , 是 能 量 的 辐射 形式 。 
光子 的 能 量 (E) ROD) 和 波长 0) 之 间 的 关系 可 以 由 以 下 方程 表示 
E=hv=hc/àÀ 


此 方程 即 为 普天 元 方 程 (Planck”s equation)。 式 中 4 为 波长 ;v 为 频率 ;c 为 光 
速 , 其 值 为 2.997 9X10:m。s sh 为 普 关 克 常 数 , 其 值 为 6.626 2X103J。s。， 由 上 式 
可 以 看 出 : 光 的 波长 越 长 ,光子 的 能 量 越 小 ; 光 的 波长 越 短 ,光子 的 能 量 越 大 。 

内 此 ,电磁 辐射 可 按 波长 长 短 划分 为 几 个 区 域 ,如 表 1-1 所 示 。 由 表 1-1 可 以 看 
出 可 见 光 的 波长 范围 在 电磁 波谱 中 只 是 很 小 的 一 段 ， 


表 1-1 电磁 波谱 
波 长 
“有 
7y 射线 10° ~ 103 nm 107? ~ 10°” 核反应 
X 射线 | 10° ~ 0.1 nm 107° ~ 10° 内 层 电 子 
UG A Ah 10 ~ 200 nm 10 ~ (2X107) 中 层 电 子 
紫外 200 ~ 400 nm (2X107) ~ (4X107) 外 层 价 电池 
Ay H 400 ~ 760 nm (4X107) ~ (7.6107) ”外 层 价 电子 
红外 0.76 ~ 50 pm (7,.6X107) ~ (5X10%) 分 子 的 振动 与 转动 
远 红 外 50 ~ 1000 um (5X 10%) ~ 10° 分 子 的 振动 与 转动 
微波 0. 1 ~ 100 cm 10% ~ | 分 子 的 转动 
无 线 电波 | ~ 1000m I~ 10 KA RE 
= GH) FE 


光 具 有 粒子 性 与 波动 性 ,或 称 为 波 粒 三 象 性 。 光 的 波动 性 表现 为 光 有 反射 . 折 
射 . 经 射 和 干涉 等 现象 ; 光 的 粒子 性 (量子 性 ) 表 现 为 原子 和 分 子 辐射 能 量 时 ,是 以 一 
连 昌 微粒 子 形式 进行 的 ,这 种 微粒 子 称 为 光子 (光量 子 ) 。 

在 均匀 透明 的 介质 中 , 光 沿 直线 传播 。 光 在 传播 时 , 它 是 在 与 它 前 进 方向 相 垂 直 
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的 平面 内 呈 波 形 振动 。 两 个 波峰 之 间 的 距离 为 波长 ,波峰 的 大 小 即 为 该 光波 的 振幅 ， 
不 同 波长 的 光 具 有 不 同 的 颜色 , 即 光 的 波长 不 同 , 光 的 颜色 也 不 同 。 而 光 的 振幅 决定 
光 的 强度 ,振幅 越 大 , 光 的 亮度 越 强 ;振幅 越 小 , 光 的 亮度 越 弱 。 此 外 ,不 同 波 长 或 不 
同 频 率 的 光 , 具 有 不 同 的 能 量 , 波 长 短 ( 频 率 高 ) 的 光 , 其 光量 子 的 能 量 大 ;波长 长 ( 频 
率 低 ) 的 光 , 其 光量 子 的 能 量 小 。 

光 的 波长 不 同 ,其 折射 率 亦 不 同 。 波 长 越 长 ,折射 率 越 小 ;波长 越 短 ,折射 率 越 
大 。 因 此 , 当 一 东平 行 白 光 通 过 楼 镜 后 ,由 于 组 成 白光 的 七 色光 的 波长 不 同 ,它们 的 
折射 率 各 异 , 而 被 分 散 为 红 . 橙 , 黄 、 绿 . 青 、 蓝 、 紫 七 色光 ,如 图 1-1 所 示 ， 





其 中 红 光 的 波长 范围 为 630 ~ 760nm; 紫光 的 波长 范围 为 390 一 430nm。 比 紫光 
波长 更 短 的 光 叫 紫外 线 , 比 红 光 波长 更 长 的 光 叫 红外 线 , 人 的 肉眼 是 看 不 到 红外 线 和 
紫外 线 的 。 

在 荧光 显微镜 和 激光 共聚 焦 显 微 镜 技 术 中 , 常 涉 及 到 的 是 紫外 光 至 可 见 光 的 光 
谱 区 域 。 在 这 两 个 区 域内 , 光 的 波长 与 光 的 颜色 关系 如 表 1-2 所 示 。 

o E12 HAMHKHRKSHOMEKK 
光谱 区 域 波长 范围 光谱 颜色 
10 一 200nm( 远 紫外 区 ) 肉眼 不 可 见 波 长 小 于 
200 一 390nnm( 近 紫外 区 ) 390nm 的 光 
390~430nm 
430~450nm 
450~500nm 
By EK 500~570nm 
570~~600nm 
600~-630nm 
030~ 760nm 


Reh HER 


A Roa si ot Be OM 





注 ;不 同 资料 上 的 数据 略 有 差异 
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三 、 光 的 吸收 


光 进 入 某 物质 后 ,部 分 或 全 部 的 光 能 可 被 物质 的 分 子 或 原子 所 吸收 。 物 质 从 外 
部 吸收 能 量 后 ,进入 激发 态 , 当 物质 从 激发 仿 回 到 基态 时 ,是 以 电磁 辐射 的 形式 放出 
所 吸收 的 能 量 ,这 时 便 会 发 射出 光 。 当 有 些 物质 由 激发 态 回 到 基态 时 ,不 是 以 电磁 辐 
射 的 形 却 ,而 征 以 其 他 形式 (如 以 热能 的 形式 ?放出 所 吸收 的 能 量 ,这 时 就 不 会 发 射出 
光 。 必 须 强 调 指出 , 光 的 吸收 具有 高 度 选择 性 , 即 一 定 能 量 的 光量 子 辐射 ,只 能 被 一 
定 结构 的 物质 分 子 或 原子 所 吸收 。 例 如 , 石 类 玻璃 对 可 匈 光 几乎 不 吸收 ,而 对 红外 光 
有 强烈 的 吸收 作用 。 利 用 物质 对 光 吸 收 的 高 度 选择 性 制 成 的 各 种 滤 片 ,可 以 吸收 一 
定 波长 范围 的 光 , 允许 特定 波长 的 光 通 过 ,因此 可 作为 荧光 显微镜 中 的 激发 滤 片 和 阻 
WT dE - 
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第 一 节 ”荧光 的 发 光 原 理 


-K $ 


在 光 的 照射 下 ,物质 的 电子 吸收 能 量 后 ,可 由 低能 级 的 电子 层 (内 层 电 子 ) 跳 到 高 
能 级 的 电子 层 。 此 时 ,电子 由 低能 态 进 和 高 能 态 。 高 能 态 的 电子 是 不 稳定 的 , 它 会 在 
极 短 的 时 间 (10- s) 内 ,以 辐射 光量 子 的 形式 释放 能 量 后 ,再 回 到 原来 的 能 态 。 这 时 
发 射出 的 波长 比 激发 光 的 波长 要 长 ,在 可 见 光波 长 的 范围 内 ， 为 人 眼 所 能 看 网 的 光 ， 
这 种 光 称 为 灾 光 ,如 图 2-1 所 示 ，。 
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紫外 光 
(250~400nm ) 
激发 光 


EF 


2-1 KIKA R K A o E e A AET A E 


荧光 是 发 光 体 分 子 中 处 于 激发 态 的 原子 核 外 电子 由 高 能 级 回 到 低能 级 所 产生 的 
辐射 ,因此 是 冷光 。 荧 光 的 颜色 多 为 蓝 色 .绿色 .红色 和 黄色 等 。 
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Z KIEW E E 


众所周知 ,物质 的 原子 是 由 原子 核 和 电子 层 所 构成 的 。 不 同 的 原子 含有 不 同 数 
量 的 电子 .电子 层 , 电 子 是 在 不 停 地 运动 着 的 。 根 据 量 子 理论 ,运动 着 的 电子 可 以 处 
于 一 系列 不 连续 的 能 量 状态 ( 即 能 级 ) 中 ,电子 遵守 一 定 的 规则 ,可 以 从 一 个 能 级 向 另 
一 个 能 级 跃迁 ,并 伴随 着 与 能 级 差 相 对 应 的 特定 能 量 的 吸收 或 释放 。 一 般 情 况 下 , 电 
于 总 是 处 于 能 量 最低 的 能 级 ( 即 基态 ) 。 在 一 定 条 件 下 ,电子 可 吸收 能 量 ( 如 光 能 、 热 
HE .电能 、 机 械 能 等 ) 跃 迁 到 较 高 能 级 ( 即 激发 态 ) ,这 个 过 程 叫 激发 。 处 于 激发 态 的 电 
于 征 不 稳定 的 , 它 总 是 要 跃迁 回 到 基态 ,将 多 余 的 能 量 释 放出 去 。 跃 迁 方式 可 能 是 辐 
ST BRE ,也 可 能 是 非 辐 射 跃 迁 。 LATE SUERTE ld 能 量 大 多 转化 成 热能 ,而 
以 罚 射 方式 跃迁 时 ,能 量 转化 成 相应 波长 的 光 , 这 个 过 程 叫 发 射 ,如 图 2-2 所 示 ， 
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图 2-2 光 能 的 吸收 转移 和 发 射 示 意图 


跃迁 到 激发 态 的 电子 ,大 多 处 于 单 重 激发 态 。 由 于 单 重 激发 态 很 不 稳定 ,半衰期 
很 得 ,电子 直接 由 单 重 激发 态 的 最 低 振动 能 级 下 降 到 基态 的 任何 振动 能 级 ,并 以 光 的 
形 却 放出 它们 所 吸收 的 能 量 ,发射 持续 的 时 间 也 很 短 , 这 种 发 射 光 寿 命 较 短 , 即 为 荧 
光 。1838 年 ,Brewster 首先 描述 了 这 一 荧光 现象 ,但 荧光 一 词 ,是 由 Stokes 在 1852 
年 提出 的 。 

处 于 激发 态 的 分 子 量 是 不 稳定 的 , 它 可 能 通过 去 活化 过 程 丧 失 多 余 的 能 量 而 返 
器 基态 , 疼 失 多 余 的 能 量 的 方式 有 :分 子 内 的 辐射 跃迁 和 非 辐 射 跃 迁 、 分 子 间 的 相互 
EH. 

由 于 只 有 一 部 分 物质 的 分 子 能 够 发 荧光 。 所 以 只 有 能 产生 荧光 的 物质 才 被 称 为 
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荧光 物质 分 子 去 活化 回 到 基态 的 过 程 除了 发 灾 光 之 外 ,还 可 能 包括 热能 及 磷 光 
等 释放 能 量 的 形式 。 因 处 于 激发 态 的 电子 还 可 能 先 驰 豫 到 三 重 激发 态 , 再 以 辐射 方 
式 牙 迁 到 基态 ,由 于 三 重 态 的 半衰期 较 长 ,发射 持续 时 间 也 较 长 ,这 种 发 射 光 寿 命 较 
长 ,产生 的 是 克 光 。 磷 光 也 是 一 种 辐射 跃迁 释放 能 量 的 形式 ,其 通常 要 在 低温 或 刚性 
介质 中 才能 被 观察 到 ，。 

由 光 激 发 所 引 的 痰 光 称 为 “ 光 致 荧光 ”; 由 化 学 反应 所 引起 的 荧光 称 为 “化 学 荧 
光 ;由 和 射线 或 阴极 射线 引起 的 奖 光 分 别称 为 *X 射线 荧光 ”或 “阴极 射线 荧光 ”; 由 
激光 引起 的 奖 光 称 为 "激光 菊 光 "。 如 果 化 学 发 光 在 有 生命 的 生物 体 中 产 出 ,例如 :者 
KH CE Kk BB Ae IE BL atl E RA A luciferin) . 莉 光 酵素 (luciferase)、ATPE 及 
氧 的 化 学 反应 而 发 光 ) 和 含 磷 的 真菌 , 称 为 “生物 发 光 ”。 无 论 哪 一 种 荧光 ,其 发 光 机 
制 都 是 相同 的 。 


三 \ 灾 光 色 素 及 其 大 分 子 结构 


(一 ) 荧光 色素 

奖 光 色素 又 称 作 菊 光 物 质 , 也 可 被 称 作 荧 光 染 料 或 荧光 探 针 。 

能 够 产生 菊 光 并 能 作为 染料 的 化 合 物 称 为 菊 光 色素 。 荧 光 色 素 对 光 的 吸收 和 欧 
光 的 发射 具有 高 度 的 选择 性 ,这 和 它 的 分 子 结 构 有 密切 关系 。 产 生 荣 光 的 最 重要 的 
条 件 是 物质 的 分 子 必须 具有 吸收 一 定 频率 光 能 的 基 团 一 一 生 色 团 ( 发 射 团 ) 和 能 产生 
一 定 光 量子 的 助 色 团 ( 效 光 团 )。 

(二 ) 荧光 色素 的 分 子 结构 

严 光 色素 和 非 效 光 色 素 在 结构 上 都 含有 发 色 团 和 助 色 团 ,在 单 色 光照 射 下 都 能 
吸收 能 量 ,但 为 什么 只 有 效 光 色素 才 发 射 荧 光 呢 ? 这 主要 是 与 荧光 色素 的 分 子 结构 
特征 有 关 , 同 时 也 不 是 所 有 单 色光 都 能 激发 荣光 色素 发 射出 荧光。 荧光 色素 要 发 生 
灾 兆 ,物质 分 子 必须 具备 合适 的 能 量 ,此 外 这 些 物质 还 必须 具有 高 荣光 效率 。 荣 光 效 
率 即 灾 光 量子 产 率 (YF)， 它 可 被 定义 为 严 光 物质 吸收 光 后 所 发 射出 的 荧光 光量 子 数 
与 所 吸收 激发 光 光 量子 数 之 比 : 

We dap Be Since, 
R ECR Ee 

De EE JC RT By JO A SG FF 1k BOY FE OK. FEE Pe A 
越 大 ,物质 的 灾 光 越 强 , 用 于 荧光 分 析 的 荧光 物质 的 量子 产 率 要 在 0.35 以 上 。 那 些 
不 发 光 的 物质 ,其 荣光 量子 产 率 的 数值 为 零 ， 

由 于 处 于 激发 态 物 质 的 分 子 可 以 由 很 多 形式 把 激发 光 的 光 能 释放 出 去 ,而 发 射 
光 只 是 其 中 的 一 种 形式 。 大 部 分 物质 没有 发 射 荧光 的 性 质 ,即使 是 荧光 色素 也 不 是 
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将 吸收 的 全 部 光 都 转变 为 荧光 ,而 是 在 发 射 荧 光 的 同时 , 亦 或 多 或 少 地 以 其 他 的 形式 
释放 其 所 吸收 的 光 能 。 因 此 ,在 通常 情况 下 ,YF 的 数值 总 是 小 于 1。 如 罗丹 明 吕 在 
乙醇 中 的 荧光 量子 产 率 为 0. 97 ,荧光 黄 在 水 中 的 荧光 量子 产 率 为 0. 65。 

许多 吸光 物质 的 荣光 量子 产 率 很 低 , 不 能 产生 芋 光 。 因 为 这 些 物质 吸收 了 激发 
光 的 能 量 后 ,再 把 这 部 分 能 量 释放 出 来 ,大 多 用 于 同类 分 子 或 其 他 分 子 碰撞 时 的 消 
耗 , 以 热能 的 形式 释放 ,因此 无 荧光 发 射 。 

有 机 化 合 物 分 子 中 具有 x 电子 共 思 结构 者 ,其 荧光 效率 随 着 x i EE 
增加 而 增 大 ,所 发 生 的 荧光 光谱 也 将 向 长 波长 方向 移动 。 任 何 有 利于 提高 x 电子 共 
久 程 度 的 结构 改变 ,都 能 提高 荧光 效率 或 使 荧光 波长 长 移 。 荣 光 物 质 的 分 子 结构 , 具 
有 刚性 绪 构 和 平面 绪 构 的 rr SEMA RR. AP FARA CC 单 键 自由 旋转 (刚性 ) ,x-x 
SEPIA A AIOE OY . BMF RA ANSE AEA RPE TERE K Rp fi ob FB 
态 的 x 电子 有 宽广 的 离 域 (x 电子 的 活动 度 ) 范 围 ,使 其 在 激发 态 时 具有 一 定 的 稳定 
性 ,能 够 维持 10*s 左右 ,为 使 能 量 向 荧光 转化 提供 必要 的 时 间 。 非 荧光 色素 虽然 也 
有 on 共 儿 体系 ,但 不 具备 刚性 结构 和 共 平 面 的 rr SERIA ARREK. 


Sp ”荧光 色素 的 性 质 


一 \ 激 发 光波 长 和 发 射 光 波长 


通常 使 用 荧光 色素 的 激发 光波 长 ,大 多 处 于 近 紫 外 区 域 或 可 见 光 区 域 , 发 射 光 波 

长 多 处 于 可 见 光 区 域 。 
物质 发 生 电 子 从 基态 网 激发 态 跃 迁 过 程 中 吸收 的 能 量 , 要 高 于 荧光 发 射 的 能 量 ， 

因此 , 严 光 色素 的 发 射 波长 总 是 大 于 其 激发 波长 ,两 者 的 差 值 叫 斯 托 克 斯 位 移 
(Stokes shift) 。 斯 托 克 斯 位 移 说 明了 在 激发 与 发 射 之 间 存 在 着 能 量 损失 。 在 荧光 
分 析 中 ,就 是 利用 斯 托 克 斯 位 移 现象 ,将 激发 光 与 荧 光 物 质 的 发 射 光 分 离 出 来 ,只 检 
测 发 射 光 , 从 而 可 提高 检测 的 灵敏 度 和 选择 性 ， 

fi]: FITC (fluorescein isothiocynate, 异 硫 氰 酸 交 光 素 ), 它 的 激发 光波 长 为 
490nm。 发 射 光波 长 为 525nm。 斯 托 克 斯 位 移 是 525 一 490==35 (nm), 如 图 2-3 
所 示 。 

有 些 痰 光 色 紊 的 斯 托 克 斯 位 移 较 大 ,而 有 些 荧光 色素 的 斯 托 克 斯 位 移 较 小 。 斯 
托 克 斯 位 移 较 大 ,其 激发 光 详 和 发 射 光谱 的 重 秋 就 越 少 ,有 利于 提高 其 分 辨 率 。 

根据 严 光 色 认 的 激发 光波 长 和 发 射 光波 长 ,可 选择 光源 和 滤 光 片 。 例 如 ,如 果 荧 
光 色 素 的 激发 波长 处 于 紫外 区 , 则 必须 使 用 紫外 光源 。 
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2-3 FITC 激发 光谱 和 发 射 光谱 


二 ,激发 光谱 和 发 射 光 谱 


一 般 浆 光 物 质 都 具有 激发 光谱 和 发 射 光谱 ,这 两 种 光谱 可 以 描绘 出 该 物质 的 部 

(一 ) 激发 光谱 和 发 射 光谱 的 基本 概念 

1. 激发 光谱 

激发 光谱 又 称 菊 光 激 发 光谱 ,是 通过 测量 灾 光 物质 的 荧光 发 射 强 度 随 激发 波长 
变化 而 获得 的 光谱 。 

激发 光谱 是 将 发 射 荧 光 单 色 器 固定 在 某 一 波长 的 情况 下 ,扫描 激发 单 色 器 所 测 
得 的 光谱 。 其 具体 测绘 办 法 是 :将 发 射 奖 光 单 色 器 的 波长 固定 在 待 测 菊 光 物 质 的 最 
大 荧光 发 射 波长 处 ,不 断 地 改变 激发 光波 长 ,以 使 不 同 波长 的 入 射 光 激 发 荣光 物质 ， 
所 产生 的 荧光 到 达 检 测 怖 , 便 可 以 测 得 该 奖 光 的 强度 。 以 激发 光 的 波长 为 横 坐 标 , 欧 
光 强 度 为 纵 坐 标 作 图 ,得 到 荧光 强度 与 激发 光波 长 的 关系 曲线 , 即 为 该 荧光 物质 的 激 
发 光谱 。 | 

激发 光谱 显示 出 能 量 的 有 效 吸收 波长 范围 ,并 显示 出 荧光 强度 对 激发 光波 长 的 
依赖 关系 。 所 以 激发 光谱 的 实质 是 反映 了 不 同 波长 激发 光 所 激发 出 的 荧光 的 相对 效 
率 。 激 发 光谱 经 过 校正 后 ,在 形态 上 与 吸收 光谱 相同 ,这 种 情况 下 ,可 以 用 测定 的 吸 
收 光谱 代替 激发 光谱 。 一 些 菊 光 色 素 产 品 介 绍 中 就 只 给 出 了 荧光 物质 的 吸收 光谱 ， 
用 户 在 选择 激发 光 时 从 该 谱 线 上 可 以 查 得 其 吸收 峰值 的 波长 范围 作为 参考 。 
图 2-4 中 A 为 吸收 光谱 (激发 光谱 ) 示 意图 , 横 坐 标 表示 激发 光 的 波长 , 纵 坐 标 表示 每 
一 个 激发 波长 所 对 应 的 相对 激发 光 强 度 ，。 
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图 2-4 吸收 光谱 积 荧光 发 射 光 谱 示 意图 
2. 发 射 光 谱 


发 射 光谱 又 称 荧光 光谱 , 它 是 反映 荣光 物质 的 荧光 发 射 强度 与 发 射 光波 长 之 间 
相互 关系 的 光谱 谱 线 。 荧 光 光 谱 是 在 固定 激发 光波 长 下 扫描 发 射 单 色 器 所 测 得 的 光 
谱 。 其 具体 测绘 办 法 是 :保持 激发 光 的 波长 和 强度 不 变 , 而 使 荧光 物质 所 产生 的 荧光 
通过 不 同 波长 的 发 射 单 色 器 后 照射 于 检测 器 上 ,记录 各 种 发 射 波长 下 相应 的 荧光 强 
度 。 以 荧光 发 射 波长 为 横 坐 标 , 相 应 的 荧光 强度 为 纵 坐 标 作 图 , 便 得 到 荧光 发 射 光 
谱 , 如 图 2-4 中 B 所 示 。 荧 光 光 谱 表示 在 所 发 射 的 荧光 中 各 种 波长 组 分 的 相对 强度 ， 
由 于 荧光 发 射 发生 于 第 一 电子 激发 态 的 最 低 振 动能 级 ,而 与 荧光 物质 分 子 被 激发 至 
哪 一 个 电子 态 无 关 , 所 以 荧光 光谱 的 形状 通常 与 激发 波长 无 关 , 只 有 极 少数 例外 。 

(二 ) 激发 光谱 和 发 射 光谱 的 用 途 

发 光 物 质 的 光谱 反映 了 分 子 、 原 子 或 离子 的 基态 和 激发 态 之 间 能 量 的 跃迁 。 从 
基态 到 激发 态 的 牙 迁 是 由 吸收 光谱 (激发 光谱 ) 所 表征 的 ,而 激发 态 回 到 基态 的 反 向 
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风 迁 是 由 发 射 荧光 光谱 和 发 射 磷 光 光谱 所 表征 。 荣 光 分 析 中 ,利用 激发 光谱 选择 灵 
敏 的 激发 光波 长 ,利用 荧光 光谱 选择 灵敏 的 检测 波长 。 通 常情 况 下 要 选择 能 够 激发 
出 最 大 荧光 强度 的 激发 光波 长 ,在 激发 光谱 (图 2-4 中 A) 上 可 以 看 到 某 一 激发 波长 
rex 下 ,具有 最 大 发 射 荧 光 强 度 , 则 该 激发 光波 长 称 为 最 大 激发 波长 。 在 Mex 两 侧 ， 
激发 波长 范围 Ay ~~ A, 所 对 应 的 是 强 发 射 荣 光 区 域 , 即 激 发 灵敏 的 区 域 。 在 荧光 光谱 
(图 2-4 中 B) 上 ,最 大 发 射 荧光 强度 所 对 应 的 波长 Xem 称 为 最 大 发 射 荧光 波长 。 而 
Hie Mem 两 侧 a~b 的 波长 范围 内 荧光 发 射 强度 较 高 。 测 定 荧光 时 ,激发 波长 在 
Xex. 发 射 波长 在 Xem 时 测定 灵敏 度 最 高 。 因 此 ,激发 光谱 可 以 用 来 确定 荧光 探 针 适 
宜 的 激发 波长 ,而 荧光 光谱 则 是 确定 荧光 波长 检测 范围 的 依据 ， 

激发 光谱 (或 吸收 光谱 ) 及 荧光 光谱 还 可 以 用 来 鉴别 荧光 物质 。 这 是 因为 在 一 定 
条 件 下 ,每 一 种 荧光 物质 都 有 其 特定 的 激发 光谱 及 荧光 光谱 形状 。 一 般 在 相同 的 测 
定 条 件 下 ,荧光 物质 不 同 ,其 光谱 也 不 相同 。 在 鉴别 荣光 样品 时 ,需要 同时 测定 未 知 
样品 的 光谱 和 已 知 物质 (或 标准 物质 ) 的 光谱 ,并 将 二 者 的 光谱 相 比 较 。 

总 之 ,在 荧光 分 析 中 ,激发 光谱 和 发 射 光谱 是 选择 和 使 用 荧光 色素 (荧光 探 针 )、 
鉴别 不 同 荧光 物质 的 依据 。 

每 种 荧光 色素 所 吸收 的 光 不 仅 有 一 定 的 波长 ,而 且 在 各 波长 上 的 吸收 量 也 不 均 
匀 , 从 而 构成 特殊 的 吸收 光谱 曲线 。 相 应 地 ,其 发 射 荧 光 的 情况 也 是 如 此 。 因 此 ,一 
定 的 荣光 染料 在 一 定 的 条 件 下 有 一 定 的 吸收 光谱 (激发 光谱 ) 和 荧光 光谱 (发 射 光谱 ) 
(图 2-4 中 C) 。 荧 光 色 素 的 吸收 光谱 和 荧光 光谱 是 符合 Stokes 定律 的 。 例 如 咱 喧 栖 
的 吸收 光谱 (最 大 吸收 波长 ) 是 455nm, 甚 发射 的 荧光 光谱 是 450 一 700nm。 因 此 ,时 
喧 橙 和 细胞 的 不 同 成 分 结合 后 ,可 以 发 射 蓝 . 绿 . 黄 . 橙 . 红 各 色 荧 光 。 也 有 部 分 荧光 
色素 在 紫外 区 带 有 1 一 2 个 吸收 带 ,例如 硫 代 黄 素 工 的 最 大 吸收 波长 是 380nm , 它 发 
射 的 菊 光 光谱 在 420~500nm, 它 与 细胞 的 不 同 成 分 结合 后 ,可 发 生 蓝 、 绿 、 黄 ,橙色 
等 荣光。 了解 各 种 荧光 色素 的 吸收 光谱 和 发 射 光 谱 后 ,有 利于 我 们 在 观察 荧光 样品 
时 ,有 效 地 选择 合适 的 滤 片 ,以 获取 最 好 的 荧光 效果 。 


= FETE HR BE 

荧光 强度 即 发 射 荧光 的 光量 子 数 ,荧光 强度 决定 了 荧光 色素 检测 的 灵敏 度 。 它 
本 身 又 取决 于 荧光 色素 的 摩尔 消光 系数 和 荧光 的 量子 产 率 ,在 确定 的 条 件 下 ,二 者 为 
定 值 。 摩 尔 消光 系数 反映 了 荧光 色素 吸收 激发 光 的 能 力 , 而 量子 产 率 反映 了 荧光 色 
素 将 吸收 的 辐射 能 转化 成 荧光 的 效率 。 当 荧光 色素 与 细胞 结构 或 生物 分 子 结合 时 ， 
其 量子 产 率 应 接近 或 大 于 0. 4, 否 则 没有 实用 价值 

四 .荧光 寿命 


劳 光 寿命 ( 即 激发 态 寿命 ) ,是 指 电子 在 激发 态 的 平均 停留 时 间 。 若 电子 受 激 后 
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迅速 驰 殉 , 则 可 实现 多 次 激发 ,所 以 荧光 寿命 短 时 可 提高 灵敏 度 。 大 多 数 疾 光 色 紊 的 
荧光 寿命 在 纳 秒 级 。 特 别 长 的 荧光 寿命 对 于 高 灵敏 度 检 测 也 很 有 意义 。 例 如 ,利用 
稀土 离子 配合 物 的 长 寿命 荧光 而 建立 的 时 间 分 辨 荧光 测量 技术 ,可 极 大 地 提高 检测 
的 灵敏 度 。 所 谓 时 间 分 辨 荧光 测量 技术 ,就 是 采用 时 间 延 迟 技术 ,在 激发 后 延迟 一 段 
时 间 等 短 寿 命 的 散射 光 和 自身 本 底 荧光 于 扰 信号 衰减 后 ,再 测量 灾 光 榨 针 特 腊 的 奖 
光 信 号 ,这样 可 大 大 排除 干扰 信号 ,提高 检测 的 特异 性 和 灵敏 度 。 


五 . 灾 光 稳定 性 


提高 激发 光 的 强度 固然 可 以 提高 灾 光 的 强度 ,但 激发 光 的 强度 不 是 可 以 无 限 提 
高 的 。 因 为 激发 光 的 强度 超过 一 定 限 度 时 , 光 吸 收 就 趋 于 饱和 ,并 不 可 逆 地 破坏 激发 
态 分 子 , 这 就 是 光 漂 昌 的 现象 。 对 于 流 式 细胞 术 而 言 , 光 床 日 的 问题 并 不 严重 ,因为 
光源 照射 细胞 的 时 间 很 得; 但 对 于 艾 光 显微镜 和 激光 共聚 焦 显 微 镜 而 言 , 光 源 需 长 时 
间 照 射 样品 , 光 漂 日 现象 就 会 严重 影响 测量 。 解 决 光 漂 白 问题 最 直接 方法 是 降低 光 
照 的 强度 ,或 者 是 使 用 防 立 灭 剂 。 | 


TK RICE Ot F E H EE H 


KB BRI BK ABA RE HK BSA A BE Be EEK BR Se. BN Pe BE S BY ee GI i 
弱 。 荧 光 淳 灭 ,是 指 由 于 分 子 间 的 相互 作用 ,降低 了 荧光 量子 产 率 而 不 改变 荧光 发 身 
光谱 的 一 种 双 分 子 作 用 过 程 。 其 机 理 可 能 是 ,激发 态 分 子 以 非 辐射 方式 将 能 量 传递 
给 邻近 分 子 而 不 能 发 射 灾 光 。 

有 些 激发 态 分 子 还 可 相互 作用 形成 激发 态 二 聚 体 (excimers) ,使 发 射 光谱 发 生 
位 移 。 这 种 性 质 可 以 运用 于 双 波 长 发 射 比 例 测 量 。 


七 .荧光 色素 分 子 对 环境 的 敏感 性 


荧光 色素 的 荧光 光谱 和 量子 产 率 是 受 环境 影响 的 ,这 也 是 许多 荧光 色素 具有 探 
针 作 用 的 基础 。 影 响 荣光 色素 的 荧光 性 质 的 环境 因素 主要 有 : 

(一 ) 获 光 色素 染 液 的 pH 值 

荧光 色素 是 否 发 射 荧光 ,辐射 何 种 荧光 与 它们 在 洲 液 中 的 存在 状态 有 关 , 如 1- 蔡 
了 酚 -6- 磺 酸 呈 负 一 价 离子 时 无 荧光 , 呈 负 二 价 离子 时 才能 发 射 蓝 色 荧光 ;o- 茜 胺 旦 分 子 
状态 时 发 射 蓝 色 荧 光 ,而 旺 一 价 离子 时 荧光 消失 。 荧 光 色 素 中 都 含有 酸性 或 碱 性 助 
色 团 ,溶液 的 酸 碱 性 对 它们 的 电离 有 影响 ,如 1- 蒙 酚 -6- 磺 酸 在 pH 6.4~7.4 的 溶液 
中 会 发 射 蓝 色 荧光 , 当 pH 低 于 6. 4 时 ,就 不 发 射 荧光 。 不 电离 的 荧光 色素 在 各 种 
pH 溶液 中 都 可 发 射 荧光 。pH 值 可 影响 有 机 试剂 的 电离 ,也 影响 金属 络 合 物 的 组 
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成 ,因此 ,pH 值 对 金属 络 合 物 的 灾 光 影响 大 。 

(二 ) 温度 

荧光 色素 的 荧光 量子 产 率 和 荧光 强度 通常 随 溶 液 温度 的 降低 而 增加 ,如 荧光 黄 
的 乙醇 溶液 在 0C 以 下 ,每 降低 10°C ,荧光 量子 产 率 增加 3%% , 降 至 一 80 人 时 ,荧光 量 
子 产 率 接近 100% ;反之 则 减弱 。 温 度 升 高 ,分 子 热 运动 加 大 ,分 子 碰撞 几率 增加 ,使 
处 于 激发 态 的 x 电子 难以 维持 稳定 ,导致 荧光 的 注 灭 。 一 般 在 20C 时 ,温度 引起 的 
淡 光 渗 灭 作用 就 有 表现 , 随 着 温度 的 升 高 , 滩 灭 作用 加 剧 。 在 20°C 以 下 荧光 量子 产 
率 随 温度 变化 不 太 明 显 , 因 此 进行 荧光 兴 色 过 程 中 ,为 获取 和 良好 的 染色 效果 ,要 注意 
温度 的 控制 。 

C=) 光 分 解 作用 

当 激 发 光源 能 量 过 大 时 ,可 使 荧光 色素 分 子 中 的 共 价 键 发 生 断 裂 , 分 子 结 构 破 
坏 ,将 使 激发 能 大 部 分 消耗 ,因此 无 荧光 发 射 。 故 在 实际 应 用 中 ,在 满足 镜 下 观察 的 
最 高 灵敏 度 条 件 下 ,应 选择 适当 的 激发 光 强 度 (功率 ) 。 

(四 ) 溶剂 性 质 对 获 光 色素 的 影响 

溶剂 的 性 质 对 奖 光 色 系 的 荧光 强度 有 明显 影响 。 同 种 荧光 色素 在 不 同 的 溶剂 
中 ,其 获 光 光谱 的 位 置 和 强度 都 有 差别 ,一般 是 荧光 峰 的 波长 随 着 溶剂 的 介 电 常 数 增 
大 而 增 大 。 如 8- 羟 基 唆 啉 在 乙 且 . 丙 酮 .氯仿 中 的 荧光 量子 产 率 随 着 溶剂 极 性 的 降 
低 ( 介 电 和 常数 降 低 ) 而 依次 递减 。 如 果 沦 剂 和 荧光 色素 形成 了 化 合 物 或 溶剂 使 艾 光 色 
素 的 电离 状态 改变 , 则 葡 光 峰 的 波长 和 强度 都 会 发 生 很 大 变化 。 如 在 苯胺 或 蔡 胺 的 
稀 溶 液 中 加 入 少许 盐酸 ,由 于 形成 盐酸 盐 , 其 荧光 将 会 消失 。 

CH) 次 光 色素 浓度 的 影响 

浓度 对 奖 光 强度 的 影 啊 更 明显 。 在 稀 溶 液 中 的 荧光 强度 与 荧光 色素 的 浓度 呈 线 
性 关系 ;浓度 增加 到 一 定 程 度 时 ,荧光 强度 保持 恒定 ,即使 再 增加 浓度 ,荧光 强度 也 不 
发 生变 化 ; 石 浓度 继续 增加 ,超过 一 定 限 度 后 ,荧光 强度 将 随 着 浓度 的 增加 而 减弱 。 
突 光 色 素 染 色 的 应 用 浓度 一 般 为 10 ~ 10° mol/L. 

(A) 诡 光 色素 和 其 他 生物 分 子 结合 的 影响 

有 些 痰 光 色 素 结 合 到 生物 分 子 上 后 ,荧光 比 原来 在 水 溶液 中 明显 增强 ， 


八 \ 奕 光 色 素 的 分 类 


荧光 色素 可 被 紫外 光 或 蓝 紫 光 ( 短 波长 光 ) 激 发 而 发 射 荧 光 , 现 在 应 用 的 一 些 荧 
光 色 素 也 可 被 长 波长 光线 激发 。 这 类 荧光 色素 大 多 数 属于 咱 院 类 ,如 时 啶 栖 、 咱 了 喧 
黄 .罗丹 明 . 菊 光 黄 钠 等 。 按 其 化 学 反应 性 可 将 获 光 色素 分 为 三 类 ， 

碱 性 奖 光 色素 : 含 碱 性 助 色 团 ,在 酸性 溶液 中 电离 ,荧光 色素 离子 为 阳离子 。 旷 
Re JS Fe He fF ONY ME RAE DNA 和 RNA 结合 而 染色 。 主 要 是 通过 机 人 DNA 的 
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WSR We PSEA. AAG Ze th A aK DNA 而 染色 ,在 紫外 光照 射 下 发 红色 
FEE o 

酸性 荧光 色素 : 含 酸性 助 色 团 ,在 碱 性 溶液 中 电离 ,荧光 色素 离子 为 阴离子 。 

中 性 艾 光 色素 :由 酸性 荧光 色素 和 碱 性 荧光 色素 混合 而 成 的 一 种 复合 染料 。 


第 三 节 ”组 织 细胞 的 自发 荧光 与 继 发 荧光 


组 织 细胞 的 荧光 有 两 种 :一 种 是 自发 荧光 ,一 种 是 继 发 荣光 ，。 
一 、 组 织 细 胞 的 自发 荧光 


组 织 不 经 荧光 色素 染色 ,在 紫外 光 或 短 光波 的 照射 下 所 呈现 的 荧光 叫 自发 性 
荧光 ，。 

目 发 荧光 的 生物 体 存 在 于 地 球 上 的 主要 生存 环境 中 ,如 :土壤 (细菌 ) ,洞穴 (新 西 
= BK BD) SAKA) .植物 (真菌 )、 岩 石 ( 穿 石 贝 ) .海洋 (水 母 ) 等 。 在 生物 分 类 
中 有 16 个 门 的 700 余 种 生物 具有 自然 发 光 现 象 。 其 中 包括 众所周知 的 种 类 ,如 蘑 
RE JK EE BRE 海星 .软体 虫 . 鱼 和 甲虫 ,但 其 他 一 些 熟 悉 的 种 类 ,如 蝴 蛛 、 蟹 、 两 栖 动 
物 以 及 哺乳 动物 等 则 不 具 发 光 特 性 。 生 物 发 光 在 海洋 中 尤为 普遍 。 在 弱 光 地 带 , 海 
平面 900 米 以 下 几乎 所 有 动物 都 能 发 光 , 其 发 光 颜 色 各 异 , 从 Seavsiid 鱼 的 深蓝 光 、 
水 母 的 蓝 绿 光 、 某 些 真 菌 的 绿 光 ,到 萤火虫 的 黄 光 和 桶 黄 光 。 发 红 光 的 生物 非常 罕 
A ,但 深海 鱼 Malacosfeus 却 有 两 对 发 射 红 光 的 器 官 和 两 个 发 射 蓝 光 的 器 官 。 同 样 ， 
南美 花 科 内 甲虫 Phrixothir 的 头 上 也 有 一 对 红色 器 官 ， 其 身体 上 还 有 11 个 黄 绿色 
器 官 。 

哺乳 动物 不 发 光 ， 但 其 体内 存在 着 能 产生 超 微 弱化 学 发 光 的 细胞 ， 这 种 光 肉 眼 不 
可 见 , 但 可 用 光电 倍增 管 检测 到 。 在 肺脏 、 肝 脏 、 离 体 的 细胞 ,如 吞 峰 细胞 、 血 小 板 、 受 
精 卵 ,真菌 . 醇 母 和 植物 中 ,甚至 在 人 的 呼吸 气流 中 , 均 可 见 到 这 种 超 微弱 化 学 发 光 。 
二 二 全 人 调和 的 生成 和 内 法 性 物质 如 不 侈 和 脂肪 酸 的 氧化 还 可 能 是 具有 自身 
化 学 发 光 的 单 态 氧 的 形成 。 

这 样 , 从 化 学 发 光 的 四 种 类 型 (合成 发 光 、 生 物 发 光 、 超 微弱 发 光 以 及 能 量 传递 发 
光 ) 中 ,建立 了 生物 反应 和 生物 物质 的 检测 方法 ， | 

1652 年 ,Olaus Maynrs 主教 曾 报道 :在 北极 , 当 人 们 急需 在 夜间 行路 时 ,就 用 一 
种 简便 的 方法 一 一 放置 一 些 腐烂 的 橡树 枝 ; 以 照 亮 森林 中 的 道路 。 可 以 推断 ,这 是 腐 
烂 橡树 校 上 真菌 所 发 的 光 。 那 时 人 们 就 已 发 现 不 需 燃烧 明火 就 能 照明 的 方法 。 

近年 来 人 们 又 发 现 ,化 学 发 光 与 生 物 发 光 最 为 有 用 的 应 用 之 一 就 是 既 能 使 活 细 
胞 内 的 分 子 信号 和 基因 表达 发 光 , 又 不 损伤 细胞 。 
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化 学 和 生物 发 光 是 有 趣 的 自然 现象 , 它 使 人 们 的 研究 从 深海 和 岩石 的 生态 学 和 
生物 学 领域 ,通过 生物 化 学 .化 学 达到 了 目 然 光 本 喘 , 或 放 能 将 它们 更 好 的 应 用 于 人 
类 生命 。 

(一 ) 动物 组 织 细 胞 的 自发 性 获 光 

一 般 组 织 细 胞 中 的 和 蛋 月 质 和 脂 类 在 和 祭 外 光照 射 下 能 发 出 微 昱 的 淡 蓝 色 的 灾 光 ， 
其 中 弹性 纤维 的 严 光 很 绢 , 呈 亮 蓝 色 。 

Dempsey(1943) 观 察 了 甲醛 固定 的 卵 介 切片 ,证 明 结 缔 组 织 和 黄体 细胞 为 淡 监 
色 荧光 ,而 卵泡 的 荧光 较 暗 ,成 熟 卵 泡 膜 细 胞 呈 黄 绿色 欧 光 ,这 种 黄 绿色 荧光 可 能 与 
卵巢 激素 有 关 。 

Eranko(1955) 观 察 了 经 甲醛 固定 的 田鼠 、 猫 .大 和 白鼠 .小 白鼠 的 肾上腺 ,证 明 肾 
上 腺 艇 质 内 有 两 种 不 同 的 吵 铬 细胞 :一 种 细胞 经 紫外 光照 射 后 呈现 很 强 的 自发 性 荧 
光 , 这 种 细胞 成 群 分 布 ; 男 一 种 细胞 的 荧光 很 弱 。 用 碘化钾 处 理 标 本 时 , 强 荧光 的 细 
胞 群 选 择 性 地 浸染 成 棕色 ,而 弱 荧 光 的 细胞 无 色 。Eranko 认为 发 强 荧光 的 细胞 群 含 
有 并 分 泌 去 甲 肾上腺 素 ,而 其 他 细胞 含有 并 分 泌 肾上腺 素 。 

细胞 内 的 脂 褐 素 呈 棕 黄 色 的 自发 荣光 。 例 如 ,心肌 细胞 核 两 侧 的 肌 浆 内 随 着 年 
龄 的 增加 或 在 某 些 疾 病 的 情况 下 ,可 见 较 大 量 的 棕 黄 色 的 脂 褐 素 荧光 颗粒 。 

细胞 内 脂 褐 素 各 界 值 是 细胞 老化 的 一 个 公认 指标 ,对 于 用 神经 母 细胞 瘤 细 胞 在 
无 血清 培养 下 建立 的 神经 细胞 老化 模型 。 利 用 紫外 光 激 发 脂 褐 素 能 产生 自发 荧光 ， 
并 且 其 效 光 值 与 脂 褐 素 值 具有 相对 应 的 特点 ,可 测定 体外 培养 一 定时 期 的 细胞 内 脂 
褐 素 的 目 发 获 光 值 , 从 而 观察 测试 对 象 对 脂 褐 素 积 累 的 影响 。 

维生素 A 呈 绿 色 自 发 性 荧光 。Popper 观察 了 大 白鼠 器 官 内 维生素 A 的 分 布 
(1940 一 1941)。 大 日 鼠 食 人 维生素 A 以 后 ,在 很 多 器 官 的 细胞 内 ,如 肝 细 胞 、 库 普 弗 
细胞 .肾上腺 束 状 带 细 胞 . 肺 和 肾 的 间 质 细胞 .卵巢 间 质 细胞 和 黄体 细胞 .眼球 视网膜 
细胞 .脂肪 细胞 及 小 肠 细 胞 内 均 可 见 到 维生素 A 的 绿色 荧光 ,并 证 明 缺 乏 维生素 A 
的 动物 的 绿色 效 光 将 会 消失 。 患 维生素 A 过 多 症 的 大 白鼠 肝 细胞 内 呈现 明显 的 绿 
色 荧 光 , 库 普 弗 细胞 增 大 并 含有 大 量 维 生 素 A。 

此 外 , 某 些 药物 可 呈现 一 定 的 荧光 ,四 环 素 为 黄色 荧光 ,四 环 素 能 和 骨 基 质 中 的 
钙 结 合 , 利 用 这 一 特性 ,可 以 用 四 环 素 饲养 动物 以 观察 新 骨 质 的 形成 ,这 在 活体 内 骨 
组 织 计 量 学 研究 和 临床 检验 中 得 到 了 广泛 应 用 。Vassar 等 (1960) 证 明 , 四 环 素 和 癌 
细胞 有 较 大 的 亲和力 ,能 在 恶性 肿瘤 内 形成 亮 黄色 的 荧光 灶 。 阿 的 平和 硅 纳 克 林 发 
黄 绿 色 奖 光 , 它 曾 被 用 于 研究 药物 在 蠕虫 体内 的 分 布 , 阅 明 药物 对 蜡 虫 的 作用 。 

Falck 和 Hillarp 等 (1962) 报 道 了 多 聚 甲 醋 可 以 诱发 组 织 细胞 内 的 内 源 性 生物 
RK. Dahlstrom 等 (1964) 用 这 种 方法 证 明了 哺乳 动物 脑 干 中 存在 两 种 单 胺 神经 
Tu JU M ik AY (catecholamine) 神 经 元 和 5- 羟色胺 型 (5-hydroxytryptamine ) 神 
经 元 。 前 者 含有 去 甲 肾 上 腺 素 或 多 巴 (Dopa) 。 用 多 聚 甲 醛 处 理 后 ,前 者 呈现 黄 绿色 
荧光 ,5- 羟 色 胺 明黄 色 荧 光 。 并 且 ,他 们 对 两 种 单 胺 神经 元 在 脑 干 中 的 分 布 进行 了 详 
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胞 以 及 某 些 动物 结缔 组 织 中 的 肥大 细胞 内 均 含 有 黄色 次 光 的 O- E k. 

显示 脑 干 单 胺 神经 元 的 荧光 方法 ;Wafson(1976) 报 道 用 0. lmol 磷酸 缓冲 液 
(pH 7.0) 配 制 的 4% 多 聚 甲醛 冷 溶液 灌流 动物 , 恒 冷 箱 冰 冻 切 片 ,真空 干燥 后 ,在 
807 与 多 聚 甲醛 蒸气 作用 lh, 可 显示 中 枢 神 经 系统 细胞 内 的 单 胺 成 分 。 整 个 过 程 只 
需 4 一 5h.。 

CZ) 植物 细胞 的 自发 荧光 

植物 在 紫外 光照 射 下 能 发 出 弱 的 淡 蓝 色 . 淡 绿 色 和 红色 的 灾 光 。 

C1) 细胞 壁 的 自发 荧光 :植物 的 细胞 壁 可 自发 出 淡 绿 色 荧 光 ( 约 为 540nm) ,产生 
荧光 的 原因 还 不 是 很 清楚 ,但 其 自发 绿色 荧光 的 物质 基础 是 与 细胞 壁 多 糖 结 合 的 
FS} PR 

(2) 叶绿体 的 目 发 疾 光 ;叶绿体 在 光合 作用 中 吸收 可 见 光 (叶绿素 b FE 430,454, 
595 和 643nm 处 有 了 吸 收 峰 ) 已 是 人 所 共 知 的 ,但 叶绿体 能 自发 英 光 却 并 不 完全 为 人 
所 知 。 当 激发 光波 长 为 337. inm 时 ,叶绿体 的 发 射 波长 为 405nm, 呈 蓝 色 ; 当 激 发 光 
波长 在 541 ~570nm 时 ,叶绿体 的 发 射 波 长 为 570~595nm.670nm, PRAE. Alb 
在 实验 中 应 注意 选择 合适 的 激发 光波 长 。 

叶绿体 分 子 含有 一 个 忠 啉 环 的 “ 头 部 ”和 一 个 叶 绿 醉 ( 植 醇 , phytol) 的 “尾巴 ”。 
路 啉 环 由 四 个 吡咯 环 以 四 个 甲 烯 基 ( 一 CH=) 连 接 而 成 。 镁 原子 居于 仆 啉 环 的 中 
央 ,但 加 于 人 带 正 电 倚 ,与 其 相连 的 氮 原 子 则 偏 回 于 带 负 电 倚 ,因而 中 啉 具有 极 性 ,是 亲 
水 的 ,可 以 与 蛋白 质 结合 。 另 外 还 有 一 个 含 普 基 和 羧基 的 同 素 环 ,羧基 以 酯 键 和 甲醇 
结合 。 环 上 的 丙 酸 基 侧 链 以 酯 键 与 时 醇 相 结合 。 时 醇 是 由 四 个 异 成 二 星 单 位 组 成 的 
双 莫 ,是 一 个 亲 脂 的 脂肪 链 , 它 决定 了 叶绿体 的 脂 深 性。 中 啉 环 上 的 共 轿 双 键 和 中 央 
镁 原子 易 被 光 激 发 而 引起 电子 得 失 , 从 而 使 叶绿体 具有 特殊 的 光化学 性 质 。 以 氧 的 
同位 素 所 或 气 试 验证 明 , 叶 绿 体 不 参与 氢 的 传递 或 氧 的 氧化 还 原 , 而 仪 以 电子 传递 
( 即 电 子 得 失 引 起 的 氧化 还 原 ) 及 共 罗 传递 (直接 能 量 传 递 ) 的 方式 参与 能 量 的 传递 。 

(3) 植物 的 抑 菌 物质 (抵御 病虫害 ) 多 是 廊 理 化 合 物 , 在 紫外 光 激 发 下 发 射 严 光 ，。 


二 .组织 细胞 的 继 发 严 光 


组 织 细胞 经 菊 光 色素 染色 后 ,细胞 内 某 些 成 分 和 菊 光 色素 结合 后 而 呈现 的 荧光 
称 为 继 发 性 荧光 。 荧 光 色 紊 和 细胞 内 的 某 种 特定 成 分 结合 后 可 以 呈现 出 不 同 颜色 的 
专 一 性 奖 光 。 利 用 某 些 成 分 的 继 发 性 灭 光 , 可 对 各 种 组 织 进 行 细胞 化 学 的 观察 和 研 
究 。 组 织 细胞 的 继 发 奖 光 在 生命 科学 人 研究 中 的 应 用 十 分 广泛 ,详细 内 容 见 本 书 第 二 
部 分 的 第 七 章 .第 八 章 .第 九 章 .第 十 章 和 第 十 二 章 。 
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奖 光 物 质 的 分 子 从 第 一 激发 单 重 态 向 基态 跃迁 是 一 种 释放 能 量 的 过 程 ,其 能 量 
的 释放 有 荧光 发 射 ( 辆 射 跃 迁 ) 和 非 荧 光 两 种 形式 。 前 者 是 进行 荧光 分 析 所 必需 的 ; 
后 者 与 普 光 发 射 形 式 竞 争 能 量 , 会 导致 原来 能 够 发 荧光 的 物质 分 子 不 能 发 出 荧光 ,这 
种 现象 即 为 荧光 漆 灭 现象 。 

区 光 分 子 的 获 光 湾 灭 是 由 内 部 因素 和 外 部 因素 同时 作用 造成 的 。 内 部 因素 主要 
是 分 子 从 激发 态 回 到 基态 以 非 辐射 跃迁 形式 释放 能 量 ; 而 外 部 因素 则 包含 有 多 方面 ， 
常见 的 作用 因素 有 : 

(1) 光照 射 。 它 是 导致 荧光 淳 灭 的 最 常见 的 因素 ,荧光 的 产生 需要 光照 射 ,但 同 
时 光照 射 也 会 促进 激发 态 分 子 与 其 他 分 子 相 互 作用 而 引起 碰撞 溢 灭 。 

(2) 荧光 物质 的 分 子 与 外 部 分 子 ( 或 离子 ) 形 成 非 荧 光 的 络 合 物 。 

(3) 共振 能 量 的 转移 。 

(4) 溶剂 种 类 、pH 值 。 

(5) WE, 

能 够 引起 奖 光 洋 灭 的 物质 称 滩 灭 剂 ,如 商 素 离子 、 重 金属 离子 ( 配 位 数 较 大 的 金 
属 离子 ) 具 有 氧化 性 的 有 机 化 合 物 ( 硝 基 化 合 物 . 重 氮 化 合 物 RELAD BELA 
物 ) 和 和 氧 分 子 。 

外 源 性 的 六 灭 剂 如 氧 分 子 , 以 浓度 依赖 的 方式 淳 灭 染 料 的 荧光 。 通 常情 况 下 , 深 
灭 是 由 于 碰撞 引起 的 ,这 时 通过 研究 溢 灭 剂 对 染料 荧光 的 滩 灭 作 用 ,可 获得 深 灭 剂 与 
详 光 基 团 的 亲 和 性 及 其 扩散 速率 的 信息 。 有 看 白质 也 可 泽 灭 许多 荣光 团 的 荣光 ,例如 
RICK RK NBD 的 抗体 是 各 自 有 效 而 特异 的 荧光 涪 灭 剂 。 荧 光 探 针 的 浓度 大 于 Ig/L 
时 , 稍 发 生 获 光 的 和 目 灭 现象 ,这 是 由 于 被 激发 的 分 子 在 发 生 荧光 前 和 未 激发 的 分 子 碰 
撞 或 由 于 荧光 探 针 分 子 间 缔 合 而 形成 二 聚 体 或 多 聚 体 的 关系 。 

氢 离 子 探 针 ,如 BCECF 和 SNAFL 等 ,其 激发 或 发 射 光谱 对 pH 值 很 敏感 ,可 用 
于 监测 pH 值 。 但 有 时 又 要 求 染料 对 pH 值 不 敏感 , 则 可 选用 对 pH 值 不 敏感 的 染 
料 , 如 BODIPY 类 染料 。 

考虑 到 以 上 因素 ,在 进行 荧光 探 针 实验 时 除 注意 合适 的 pH A. BA .温度 等 条 
件 外 ,染色 溶液 最 好 新 鲜 配 制 , 配 高 浓度 的 储存 液 ,在 临 用 前 稀释 ,避免 因 储存 时 间 过 
长 而 失效 。 男 外 ,利用 染料 对 环境 的 敏感 性 可 以 设计 所 需要 的 探 针 。 例 如 ,在 对 pH 
敏感 的 荧光 素 的 6 -羟基 上 连 上 半 屯 糖 ,得 到 的 二 半 乳 糖苷 荧光 素 (FDG) 就 是 检测 
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8- 半 乳糖 苷 酶 活性 的 特异 性 探 针 ,因为 FDG 的 荧光 很 弱 ,而 经 过 Bf- 半 乳 糖 芽 酶 的 作 
用 后 生成 的 灾 光 素 具 有 很 强 的 灾 光 。 
图 2-5 是 激光 照射 下 荧光 流 灭 曲线 。 从 图 中 可 以 看 出 , 随 着 激光 照射 时 间 的 增 
加 ，, 奖 光 湾 灭 的 速度 是 非常 快 的 。 在 最 初 的 20s 内 几乎 呈 直 线 下 降 。 
荧光 强度 
245 
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品 的 荧光 褪色 /漂白 是 在 荧光 显微镜 激光 共聚 焦 显 微 镜 观察 时 遇 到 的 主要 问题 。 激 
光 扫描 共聚 集 显微镜 由 于 具有 更 强 的 功率 和 聚焦 更 准确 的 光束 ,与 普通 荧光 显微镜 
相 比 ,标本 的 光 漂 白 作 用 更 为 明显 ,荧光 团 的 荧光 可 在 连续 的 观察 过 程 中 逐渐 减弱 或 
消失 。 因 此 ,应 考虑 使 用 抗 荧 光 滩 灭 剂 ( 抗 荧 光 衰减 剂 )。 抗 荧光 涪 灭 剂 的 应 用 可 减 
慢 荧光 衰减 的 过 程 ,获得 更 长 的 观察 时 间 进 行 荧光 测定 术 ( 或 荧光 定量 分 析 ) 和 模式 
识别 (pattern recognition) 。 许 多 因素 对 菊 光 强度 和 荧光 团 的 光 漂 白 有 影响 ,如 激发 
光 的 强度 (功率 ) pH 值 、 深 液 的 性 质 ,以 及 存在 其 他 使 荧光 漆 灭 的 物质 等 。 根 据 已 
经 提出 的 几 种 光 漂白 的 假说 ,包括 氧 自由 基 的 损伤 作用 和 和 蛋白 变性 ,在 进行 荧光 探 针 
的 荧光 标记 后 , 常 存 在 各 种 因素 导致 荧光 淳 灭 或 吉 减 ,因此 在 许多 情况 下 应 考虑 使 用 
抗 荧光 训 减 剂 。 现 已 有 不 少 公司 推出 了 一 些 有 效 的 荧光 保护 剂 , 可 以 延缓 荧光 淳 灭 
的 时 间 。 一 些 常用 的 和 最 有 效 的 抗 荧光 衰减 剂 的 优 缺 点 比较 如 下 : 





20 细胞 生物 学 缮 光 技 术 原 理 和 应 用 


(一 ) AN TLR MK Fl 

l. p-#— (phenylene diamine, PPD) 

PPD 虽然 是 最 有 效 的 抗 淳 灭 剂 之 一 ,但 对 光 和 热 都 有 较 强 的 敏感 性 ,而 且 具 有 
毒性 ,因此 限制 了 其 在 体内 研究 中 的 应 用 。 较 理想 的 PPD SLE KARA REE: 
90% 甘 油 .10%PBS, 其 中 PPD 浓度 在 2~7mmol/L 之 间 ,最 终 pH 值 为 8.5 一 9.0。 

2, n- ARR EF BH (propyl gallate, NPG) 

NPG 无 毒性 ,对 光 和 热 稳 定 ADL EO AY EA a PPD, 可 用 于 体内 研究 。 
推荐 浓度 在 3~9mmol/L, 用 甘油 配制 效果 也 不 错 。 

3，1,4- 二 偶 氨 双环 [2,2,2]- 辛 烷 (1,4-diazobicyclo[2,2,2]-octane,DABCO) 

DABCO 是 一 种 非 离子 性 .稳定 性 的 抗 济 灭 剂 ,价格 便宜 而 且 容 易 使 用 ,可 用 于 
体内 研究 。 

尺 外 ,维生素 CC 也 有 一 定 的 抗 荧光 漂白 作用 。 

(二 ) 抗 荧光 济 灭 试剂 盒 

经 过 不 可 逆 的 光 漂白 过 程 可 导致 荧光 强度 的 显著 降低 或 消失 ,将 明显 降低 检测 
的 灵敏 度 ,尤其 在 目标 分 子 的 含量 相对 较 低 .激发 光 较 强 或 持续 检测 时 间 较 长 的 情况 
下 更 为 明显 。 为 减少 欧 光 样本 的 光 漂 白 作 用 ,分 子 探 针 公司 专门 生产 了 几 种 抗 荧 光 
溯 灭 试剂 盒 :ProLong .SiowFade 和 SlowFade Light, 已 经 证 明 它 们 可 增强 许多 用 于 
固定 细胞 和 组 织 以 及 游离 细胞 标本 的 荧光 探 针 的 光 稳 定性 。 抗 淳 灭 剂 的 主要 功能 是 
保持 奖 光 探 针 的 荧光 强度 ,通常 是 通过 抑制 活性 氧 基 的 产生 和 释放 而 发 挥 作 用 的 。 
”和 镶 用 试剂 盒 简介 如 下 : 

”1，ProLong 抗 泽 灭 试剂 盒 

ProLong 抗 漂 灭 试剂 盒 的 组 成 部 分 包括 : 

(1) ProLong tt KF HK ; 

(2) ProLong 封 片 剂 ; 

(3) 标本 封 片 过 程 的 实验 步骤 。 

使 用 该 试剂 封 片 , 可 使 大 多 数 荧 光 探 针 的 荧光 漆 灭 减弱 或 不 发 生 荧 光 注 灭 。 牛 
肺动脉 内 皮 细 胞 (BPAE) 用 荧光 黄 次 毒 草 环 肽 标记 ,用 PBS 作为 封 片 剂 30s 后 ,光源 
日 使 疾 光 强度 下 降 约 为 初始 荧光 强度 的 12% ,而 使 用 该 试剂 盒 封 片 在 同样 条 件 下 则 
保持 不 变 。 在 用 荧光 黄 标记 Hep-2 细胞 时 ,采用 该 试剂 封 片 比 采用 含有 p- 芋 二 胺 的 
试剂 封 片 得 到 的 荧光 强度 更 强 。 在 Texas Red 染色 时 ,采用 该 试剂 可 显著 增强 其 荣 
光 强 度 。 该 试剂 也 可 有 效 抑 制 以 下 荧光 探 针 的 漆 灭 :四 甲 基 罗 丹 明 (tetramethylrho- 
damine)、DNA- 结 合 的 核酸 探 针 , 如 DAPI 及 碘 化 两 锭 (propidium iodide) 和 
YOYO-1。 由 于 其 适用 范围 较 广 ,而且 对 多 数 荧 光 探 针 都 具有 抗 光 漂 白 作 用 ,因此 是 
进行 痰 光 多 标记 的 常用 试剂 , 常 应 用 于 多 种 标记 的 荣光 原 位 杂交 (fluorescence in si- 
tu hybridization, FISH), 
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2. SlowFade 和 SlowFade Light 抗 溯 灭 试剂 盒 

该 试剂 原始 配方 可 将 荧光 黄 的 荧光 溢 灭 速率 减 小 到 零 , 尤 其 适用 于 激光 扫描 共 
灯 焦 显微镜 的 定量 测定 ,因为 其 在 进行 测定 时 往往 要 求 激 发 强度 相对 较 强 , 而 且 采 集 
时 间 也 较 长 ,容易 造成 荧光 深 灭 。SlowFade 试剂 可 使 荣光 黄 的 有 效 荣 光 发 射 扩 大 
50 借以 上 ,用 该 试剂 封 片 后 ,细胞 和 组 织 中 的 荧光 信号 可 保持 两 年 之 入。 原始 的 
SlowFade 配 方 实际 上 可 使 交 光 黄 的 英 光 完全 滩 灭 ,几乎 也 可 使 小 瀑布 蓝 (Cascade 
Blue) 和 Alexa Fluor 350 荧光 团 的 荧光 几乎 完全 溢 灭 。 为 克服 这 种 局 限 ,分 子 探 针 
公司 的 人 研究 人 员 又 研制 了 SlowFade Light HE RAMA. HREM YB EE 
黄 的 诡 光 衰减 速率 降低 5 倍 ,而 荧光 黄 的 初始 荧光 强度 没有 显著 降低 ,因此 使 光学 显 
微 镜 的 信 噪 比 显 著 提 高 。 此 外 小 瀑布 蓝 、Alexa Fluor 350、Texas Red HX K thik äl 
最 小 。 实 际 上 ,SlowFade Light 抗 淳 灭 试 剂 盒 可 将 小 瀑布 蓝 的 衰减 速率 几乎 降 到 
零 , 而 其 发 射 强度 仅 降低 约 30%。 每 一 种 SlowFade 或 SlowFade Light PEKAN 
盒 的 组 成 包括 : 

(1) SlowFade 或 SlowFade Light 抗 漆 灭 剂 ,储存 于 甘油 中 ， 即 用 型 ,足够 封 片 
200 张 ; 

(2) 2% W498 HY) SlowFade 或 SlowFade Light SI EK FA PS WR. A FB ERES 
甘油 作为 封 片 液 的 实验 中 |; 

(3) 平衡 缓冲 液 ,可 提高 样品 的 pH 值 ,增加 两 种 抗 六 灭 剂 配 方 的 保护 作用 ; 

C4) 许 细 的 标本 封 片 步骤 说 明 。 

另外 ,还 有 用 于 蓝 色 核 衬 染 荣光 探 针 DAPI 的 SlowFade 和 SlowFade Light 抗 
长 减 试剂 盒 ,加 入 该 试剂 有 防止 光 漂 白 的 作用 。SlowFade 试剂 盒 与 ProLong 试剂 
A Tel ,使 用 时 不 需要 混合 ,将 荧光 标记 的 标本 用 该 试剂 盒 提供 的 平衡 缓冲 液 简单 洗 
涤 后 , 即 可 将 封 片 剂 直接 加 在 玻 片上 封 片 。 分 子 探 针 公司 提供 的 抗 浪 灭 剂 对 各 种 荧 
HRH AMEK ERUR 2-1 所 示 ， 


表 2-1 PEA HATS AH E BG ERR St AY LE I E 





AGL KH] ”SlowFade 抗 淳 灭 剂 SlowFade Light HEX FI ProLong Hik K FA 
荧光 团 抗 光 漂白 HERA PERH HARA WARE 抗 光 漂白 ”初始 荧光 
“作用 * 作用 * 3k E 作用 * RE EH x 强度 
Alexa Fluor 488 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Alexa Fluor 532 十 十 o 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Alexa Fluor 546 +++ 十 十 十 十 十 + +++ ++ 十 十 
Alexa Fluor 568 十 十 + 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Alexa Fluor 594 + 十 十 二 十 二 十 十 二 +++ 十 十 二 444 
Alexa Fluor 633 十 十 十 十 二 十 + 十 十 十 十 二 十。 十 十 十 44 
Alexa Fluor 647 十 二 十。 +++ +++ +++ 十 二 十。 44H 44H 
Alexa Fluor 660 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
- Alexa Fluor 680 + + 十 十 十 十 十 二 二 十 十 十 
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续 表 

Tote KR) ”SlowFade HA KF SlowFade Light FLAK Prolong HK A 
荧光 团 HAREA HAARA 初始 荧光 PRA 初始 菊 光 抗 光 漂 日 WR 
作用 * 作用 * 强度 作用 * 强度 tE H x 强度 

AMCA 十 十 十 十 十 Ea 十 十 十 十 十 ND ND 
BODIPY FL 十 十 十 -+ 十 十 十 + 十 十 
Cascade Blue + 二 十 二 FH 十 + 十 $44 ND ND 
Cy3 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 444 
DAPI 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Fluorescein + 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Marina Blue 十 ND ND ND ND 十 十 十 +++ 
Oregon Green 488 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 
Oregon Green 514 十 十 十 十 十 + 十 十 十 十 十 十 十 十 
Propidium iodide + 十 十 十 十 +4 + 十 十 十 十 十 十 
SYTOX Green 十 十 十 十 二 十 一 十 十 十 十 十 十 
Tetramethylrhodamine ++ 十 十 十 十 十 一 十 十 十 十 十 +++ 
Texas Red 十 十 十 十 十 十 十 十 十 十 +++ 
YOYO-1 十 十 十 十 十 十 十 +++ 十 十 十 十 +++ 





注 ; * (十 十 十 );: 荧 光 财 对 光 漂 白 有 很 好 的 抵抗 作用 ; * (十 十 ):; 荧 光 团 对 光 漂 白 有 一 定 程度 的 抵抗 作用 ; 
*《 十 ): 殉 光 团 对 郊 漂 日 没有 或 仅 有 极 弱 的 抵抗 作用 。 (十 十 十 ): 抗 深 灭 剂 引 起 初始 荧光 强度 极 少 或 没有 降 
低 ;( 十 十 ); 抗 滩 灭 剂 导致 初始 荧光 强度 一 定 程度 的 降低 ;( 十 ): 抗 梁 灭 剂 导致 初始 荧光 强度 显著 降低 。ND; 未 
确定 。 数 据 是 根据 毛细 管 中 的 荣光 探 针 溶液 测 得 


= EAT IE PE RFK 


采取 以 下 措施 ,可 使 活性 细胞 或 非 活性 标本 的 诡 光 强度 得 到 增强 : 
(1) 使 用 中 密度 滤 片 ; 

(2) 采用 高 数值 孔径 的 物镜 ; — 

(3) 相对 较 低 的 放大 倍数 ; 

(4) 高 质量 光学 滤 片 和 高 速 胶片 ; 

(5) 高 效能 检测 器 。 


PET KHET KHE 


在 使 用 两 种 以 上 荧光 探 针 时 ,如 果 两 个 荧光 发 射 峰 很 近 ,荧光 光谱 彼此 会 有 部 分 
重 普 ,这 种 现象 称 为 荧光 光谱 交叉 (crosstalk)。 当 这 种 荧光 光谱 交叉 严重 时 , 便 会 出 
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现 一 种 菊 光 探 针 的 荧光 信号 扩散 到 另 一 荧光 探 针 的 检测 通道 的 情况 ,造成 光谱 交叉 
FH. RI 2-6 是 Hoechst33258(HO33258) . FITC 和 tetramethylrhodamina (TMR) 
的 荧光 发 射 光谱 。 其 中 HO33258( 蓝 ) 与 FITC( 绿 ) 之 间 的 光谱 谱 线 有 部 分 重 玲 , 当 
同时 用 364nm 和 488nm 激光 扫描 两 灾 光 物质 时 ,在 FITC 的 发 射 荧 光 峰 值 波 长 
525nm 处 就 会 检测 到 HO33258 的 发 射 灾 光 。 当 在 大 于 510nm 波长 范围 内 检测 
FITC 的 严 光 时 ,HO33258 在 该 部 分 的 荧光 (图 2-6 中 阴影 部 分 ) 会 干扰 FITC 的 荧 
光 测 定 。 


HO33258 FITC TMR 





中 波长 (nm) 
600 


400 700 


2-6 ”HO33258、FITC 和 TMR 的 荧光 
发 射 光谱 发 生 光 谱 交 叉 示 意图 


光谱 交叉 现象 经 常 存在 于 多 重 标 记 的 样品 之 间 , 这 一 点 可 以 从 发 射 光谱 上 看 出 。 
图 2-6 显示 的 不 仅 是 在 HO33258 与 FITC 之 间 , 在 FITC 5 TMR 之 间 的 荣光 发 射 
光谱 也 存在 着 光谱 交叉 。 当 测定 用 这 些 荧光 探 针 标记 的 样品 时 ,要 注意 消除 光谱 交 
LFH. 

”虽然 几 种 荧光 化 合 物 共存 于 同一 样品 中 ,但 是 每 一 种 荧光 化 合 物 都 有 其 自身 的 
激发 光谱 和 发 射 光谱 ,而 且 不 同 的 荧光 物质 的 这 两 种 光谱 往往 会 存在 差异 ,表现 在 光 
谱 的 形状 不 同 、 激 发 峰 和 发 射 峰 的 峰 宽 范围 .最 大 峰值 波长 和 强度 不 同 ,所 以 在 测定 
时 可 以 根据 仪器 条 件 选择 激发 波长 .发射 波长 和 其 他 参数 差异 比较 大 的 荧光 探 针 标 
记 样 品 ,可 以 减少 或 避免 荧光 物质 间 的 干扰 。 即 在 选择 同时 使 用 的 几 种 荧光 探 针 时 ， 
一 般 选 择 发 射 光谱 没有 交叉 或 交叉 小 ,发射 峰值 波长 不 同 、 荧 光 发 射 强度 相当 ,在 仪 
器 上 各 荧光 信和 号 彼此 能 够 分 开 的 荧光 探 针 标记 样品 。 

当 用 激光 共聚 焦 显 微 镜 系统 检测 来 自 样 品 的 光 信 和 号 时 ,利用 滤 片 . 狭 锋 或 光栅 将 
不 同 的 几 种 荧光 物质 发 射 波长 分 开 到 不 同 的 通道 中 ,到 达 各 自 的 监测 器 ,这 些 不 同 通 
道 的 荧光 往往 被 设 定 为 不 同 的 伪 颜 色 , 在 显示 器 上 分 别 显示 出 相应 颜色 的 共 焦 图 像 ， 
以 易于 观察 。 : / : 

当 几 种 荧光 物质 的 荧光 发 射 峰 相距 很 远 ,彼此 干扰 很 小 时 ,可 将 不 同 的 发 射 波长 
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分 为 不 同 的 荧光 通道 检测 ,以 测定 各 个 组 分 的 荧光 强度 。 此 时 ,这 几 种 物质 的 激发 波 
长 可 以 相同 ,也 可 以 不 同 , 只 要 激光 光源 有 相应 的 激发 谱 线 即 可 。 例 如 标记 DNA 的 
HO33258 的 蓝 色 荧光 与 标记 和 蛋白质 的 Cy5 的 红色 荧光 ,如 果 标 记 条 件 适 宜 , 一 般 能 
够 完全 分 开 ,因此 可 以 同时 检测 。 

通常 避 贫 或 排除 光谱 交叉 干扰 的 方法 有 以 下 几 种 : 

(一 ) 使 用 儿 种 欧 光 探 针 时 ,尽量 选择 相互 之 间 无 光谱 交叉 的 欧 光 探 针 

要 根据 仪器 条 件 和 荧光 探 针 的 特性 ,选择 那些 发 射 光 谱 没 有 交叉 .荧光 发 射 强度 
匹配 的 荧光 探 针 标记 样品 。 

CZ) 低 标 记 荧 光 强 度 

样品 的 一 种 或 几 种 荧光 的 强度 太 高 ,有 时 会 导致 光谱 交叉 的 出 现 。 采 用 降低 标 
记 物 浓度 .缩短 标记 时 间 .调整 探 针 介质 等 方法 可 降低 样品 的 荧光 强度 。 

C=) 采用 顺序 打 描 方法 克服 光谱 交叉 

所 请 顺序 扫描 主要 是 指 用 不 同 波长 激光 轮流 照射 样品 ,同时 在 相应 的 荧光 检测 
通 追 轮流 采集 并 显示 每 种 菊 光 的 共聚 焦 图 像 。 其 原理 是 ,对 于 荧光 物质 ,如 果 没 有 激 
发 光 就 不 会 有 荧光 产生 ,因此 虽然 两 种 荧光 探 针 同时 存在 ,但 是 如 果 没 有 受到 同时 激 
发 , 则 会 减少 光谱 交叉 现象 的 影响 。 据 此 ,激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 设计 了 顺序 扫描 方 
法 ,用 不 同 波长 的 激光 分 别 激发 荧光 样品 ,分 别 采集 相应 的 共 焦 图 像 ,同时 分 通道 显 
示 每 种 灾 光 的 共 焦 图 像 。 例 如 ,对 于 双重 荧光 样品 ,其 具体 操作 过 程 是 ;首先 只 用 一 
种 激光 激发 相应 的 第 一 种 荧光 物质 ,在 第 一 通道 显示 其 荧光 图 像 ,再 用 另 一 种 激光 激 
发 男 一 种 奖 光 物质 ,在 第 二 通道 显示 其 荧光 图 像 , 相 应 的 顺序 扫描 软件 能 够 将 两 通道 
的 不 同 奕 光 图 像 同时 分 通道 显示 并 释 加 合成 ,展示 出 两 荧光 间 空 间 定位 关系 。 依 次 
类 推 , 用 顺序 扫描 方法 还 可 以 采集 三 重 或 更 多 重 荧光 样品 的 图 像 。 

目前 很 多 型 号 的 共聚 焦 显 微 镜 系 统 具 有 顺序 扫描 功能 ， 

”对 于 用 易 溢 灭 探 针 标记 的 多 荧光 样品 ,要 尽量 使 用 低 强度 激光 照射 并 缩短 照射 
时 间 ,在 堪 序 扫描 过 程 中 , 先 有 来 集 易 溢 灭 的 荧光 信号 ,可 以 减少 光 刺 激 作 用 。 例 如 
FITC 与 HO33258 标记 的 样品 ,前 者 用 488nm 激光 激发 ,后 者 用 364nm 紫外 激光 激 
发 。FITC 在 紫外 光 的 照射 下 容易 济 灭 ,为 此 使 用 顺序 扫描 法 取 图 时 ,要 先 采 集 
FITC 的 荧光 信号 ,后 采集 HO33258 的 信号 。 另 外 ,光敏 样品 不 宜 进行 长 时 间 反 复 
样品 采集 。 a 

(四 ) 修改 检测 仪器 的 检测 条 件 

对 于 图 像 上 出 现 比较 弱 的 荧光 交叉 信号 ,有 时 能 够 通过 改变 仪器 的 检测 条 件 来 
死 服 。 和 名 用 的 措施 有 :降低 干扰 荧光 的 激发 光 强 度 以 降低 其 发 射 荧光 强度 , 减 小 被 干 
扰 通 道 的 检测 灵敏 度 , 改 变 激发 波长 和 检测 波长 范围 等 。 例 如 荧光 通道 2 的 图 像 上 
看 到 了 来 自 通 道 1 的 较 弱 的 荧光 交叉 信和 号 ,这 时 在 保证 采集 到 各 通道 清晰 图 像 的 情 
况 下 ,降低 通道 1 的 激发 强度 , 减 小 通道 2 的 光电 倍增 管 (photo multiplier tube, 
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PMT) 以 降低 其 采集 的 灵敏 度 , 小 范围 内 改变 各 通道 的 检测 波长 ,有 时 可 以 消除 来 目 
IE 1 EAC TRS 

(五 ) 荧光 光谱 鉴别 法 

通常 情况 下 ,不 同 的 严 光 物质 的 荧光 光谱 不 会 完全 重合 ,利用 不 同 的 奖 光 光谱 之 
间 的 差异 ,可 以 将 来 目 于 两 种 次 光 物质 的 菊 光 信号 鉴别 开 来 ,得 到 各 上 自 的 菊 光 图 像 。 





BZR RRF CL) F 
应 用 和 发 展 史 


1838 年 Brewster 首先 描述 了 这 光 现象 ,1852 Æ Stokes 发 现 有 些 物质 在 短波 光 
的 照射 下 ,物质 本 喘 能 放射 出 一 种 比 激 发 光 光 波 波 长 长 的 光波 ,他 把 这 种 光 称 为 痰 
光 , 并 提出 “ 交 光 ?一 词 。 这 些 能 够 产生 效 光 并 能 作为 染料 的 化 合 物 即 为 葡 光 色素 ,此 
后 多 种 荧光 物质 被 陆续 发 现 。Wood 在 1903 年 设计 出 了 能 吸收 可 网 光 并 允许 紫外 
光 透 过 的 滤 片 ,在 此 基础 上 ,Reicherl 于 1911 年 发 明了 首 台 奖 光 显微镜 。 交 光 显 微 
镜 制 成 后 ,由 于 人 和 动物 组 织 的 目 发 严 光 很 弱 , 当 时 实 光 技术 在 生物 学 中 的 应 用 并 不 
令 人 满意 ,直到 1930 年 灾 光 物质 才 真 正 锌 用 于 固定 细胞 和 组 织 的 染色 。Haitinger 
于 1935 年 发 现 用 非常 稀薄 的 有 机 色素 洲 液 处 理 组 织 后 ,可 使 标本 的 灾 光 强度 增强 ， 
从 而 可 以 观察 组 织 的 继 发 菊 光 。 同 普通 兴 色 剂 相 比 , 奖 光 染 色 的 灵敏 度 要 高 出 
100 一 1 000 信 。 以 后 ,由 于 荧光 染色 方法 和 有 严 光 观测 装置 的 改进 ,特别 是 荧光 抗体 技 
术 的 建立 及 激发 光源 和 滤 片 系统 的 发 展 ,使 艾 光 显微镜 技术 在 细胞 学 .微生物 学 、 免 
疫 学 等 方面 得 到 了 广泛 的 应 用 。 近 年 来 , 随 着 科学 技术 的 飞速 发 展 , 各 种 先进 的 检测 
手段 ,如 流 式 细胞 仪 .激光 共聚 焦 显微镜 等 相继 出 现 ;同时 ,荧光 染色 技术 不 断 改 进 ， 
各 种 商品 化 的 新 型 荧光 探 针 也 陆续 推出 , 奖 光 兴 色 早已 超出 了 组 织 细 胞 的 概念 ,被 用 
于 观察 分 子 水 平 上 的 各 种 生命 现象 。 且 前 , 菊 光 技术 广泛 应 用 于 生命 科学 研究 的 各 
个 领域 。 


一 、 染 料 的 早期 应 用 和 发 展 


染料 最 早 是 应 用 在 丝 、 麻 、 棉 等 纺织 品 的 印染 上 ,我 国 周 朝 初期 的 印染 工 亏 已 相 
当 发 达 , 此 时 人 类 在 染色 剂 和 染色 方面 已 经 积累 了 一 些 知识 ，。 

在 1714 年 ,Leeuwehoek 首先 应 用 天 然 染 色 剂 研究 肌肉 组 织 ,用 番 红 花 浸染 切 
片 ,得 到 了 和 较 好 的 结果 。 当 时 人 们 使 用 的 全 是 从 动 植物 和 矿物 中 提炼 的 天 然 染 料 , 如 
靛青 、 朱 砂 AAR ZT 

1856 年 , William Perkin 偶然 制 得 了 第 一 个 人 工 合 成 的 煤 焦油 染料 一 一 苯胺 此 
(mauve,aniline purple) ,从 此 开始 了 和 人工 合成 染料 的 时 代 。 此 后 ,一 些 化 学 家 采用 
Perkin 的 方法 ,以 氢化 苯胺 作 原 料 , 相 继 合 成 了 其 他 很 多 染料 。 为 首 的 就 是 1859 年 
> RS Be BE RK CA ZL) (rosaniline) ,也 称 为 复 红 (fuchsin)。 后 来 又 合成 了 副 品 红 
(Pararosaniline) , FA ## (methylviolet) , Jè JU $ (gentianviolet) , 4% dp #& (crystal vio- 
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let) , H SLSR (methyl green) . fl #4 (malachite green) © f (brilliant green) . #27 O 
(safranine O) W Ħ EK (methylene blue) Re 4E F (gallo cyanin) 和 各 种 侦 氮 染料 (如 
碱 性 棕 bismarck brown)。 随 后 ,这 些 染 料 逐 渐 商 品 化 并 应 用 于 组 织 标本 、 血 液 标 
本 、 细 落 标 本 的 染色 ,新 的 染色 方法 随 之 建立 。 


二 、 严 光 染料 ( 色 系 ) 的 早期 应 用 和 发 展 


在 人 工 合 成 染料 的 时 期 ,也 出 现 了 具有 区 光 性 的 染料 ,其 中 氧 杂 蕊 和 叫 啶 ( 氧 杂 
总 的 衍生 物 ) WE T YCpyronin Y) .罗丹 明 BCrhodamine B) .荧光 黄 (fluorescein) 、 
EAT Y(eosin Y) 、 亦 萝 红 (erythrosin) 等 都 是 很 有 名 的 叶 喧 类 染料 。 早 期 的 叶 喧 类 
WF, EEGA E A ta (phosphine) I WE W (acridine yellow) , af HEF (acridine 
orange), AY RE FR (acriflavine) 等 。 有 些 染 料 , 如 金 胺 OCauramine O)、 亮 磺 黄 素 
(brilliant sulphoflavine)、 中 性 红 (neutral red)、 副 品 红 (Cpararosaniline) 等 ,来 源 于 其 
他 试剂 。Kasten 描写 了 组 织 学 和 组 织 化 学 中 和 常用 的 一 些 咱 啶 类 染料 。 

RE 20 世纪 初 就 有 很 多 效 光 探 针 可 供 使 用 ,但 人 们 真正 用 过 的 却 很 少 。 组 织 学 
家 细胞 学 家 和 细 戎 学 家 刘欢 染色 能 力 很 强 的 红色 、. 蓝 色 和 绿色 染料 ,而 这 些 染 料 在 
WB PK BA RIG RICE. RAAT YAR Y SZ BRA ES. PY 
喧 类 染料 通常 把 细胞 染 成 黄色 ,因而 不 大 常用 。 碱 性 品 红 ( 含 有 副 品 红 和 品 红 碱 的 混 
合 物 ) 在 1863 ER Waldeyer 引进 组 织 学 研究 以 后 ,就 成 为 一 种 重要 的 细胞 核 染 料 ， 
它 对 于 细菌 学 ,特别 是 对 于 用 以 研究 结核 杆菌 这 类 耐酸 微生物 体 的 Ziehl-Neelsen 法 
的 发 展 起 过 重要 影响 。 龙 胆 紫 是 Weigert M Ehrlich 分 别 在 1881 年 和 1882 年 引入 
微生物 技术 中 的 , 它 在 1884 年 就 成 了 Gram 染色 液 的 主要 成 分 。1885 年 ,Ehrlich 用 
亚 甲 基 蓝 作为 第 一 个 重要 的 活体 染料 ,并 阐明 了 它 对 神经 组 织 的 亲 和 和 性 。 他 还 把 许 
多 其 他 染料 引进 该 领域 ,比如 他 的 著名 的 三 酸 混 合 物 ( 甲 基 绿 ,酸性 品 红 , 橙 G)。 

直到 20 世纪 30 年 代 初 期 , 即 在 荧光 显微镜 研制 成 功 20 Se RRMA fih 
荧光 染料 才 被 用 于 固定 细胞 和 组 织 的 荧光 显 微 术 。Krause 的 《 显 微 技术 大 全 》 收 录 
了 很 多 染料 ,但 对 讶 喧 类 染料 却 只 字 未 提 。 在 其 他 方面 都 很 有 参考 价值 的 这 部 痪 作 
中 ,关于 荧光 显微镜 的 章节 ,也 只 提 到 了 其 在 观测 组 织 切 片 自身 秋 光 中 的 应 用 。 当 时 
的 显微镜 学 家 还 没有 认识 到 这 样 一 个 事实 : 即 用 荧光 显微镜 观察 时 , 获 光 染料 能 所 高 
染色 组 织 的 观察 灵敏 度 和 清晰 度 。 人 们 错误 地 以 为 ,由 痰 光 染 料 诱 导 灾 光 的 显微镜 
观察 ,会 产生 硅 像 而 导致 曲解 。 

虽然 荧光 染料 很 多 年 来 未 被 用 于 固定 组 织 、 细 胞 的 染色 ,但 在 其 他 方面 却 得 到 了 
应 用 。 人 们 知道 ,在 水 洲 液 中 ,荧光 素 会 产生 很 强 的 黄 绿色 奖 光 ,即使 用 水 稀释 
1. 6X10’' 们 ,其 钠 盐 仍 可 产生 浅 绿 色 的 荧光 。Ehrlich 用 它 来 显示 眼 内 液体 的 流动 。 
1906 年 ,荧光 素 在 美国 成 为 第 一 个 用 于 地 下 水 示 踪 的 荧光 探 针 。 随 着 一 战 中 治疗 伤 
员 的 需要 , 叫 院 黄 素 被 确认 为 有 效 的 抗菌 剂 。 这 种 染料 被 英国 科学 家 称 为 黄 妹 "。 
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和 咱 啶 黄 素 很 接近 的 原 黄 素 是 另 一 种 有 用 的 抗菌 剂 。 后 来 证 明 这 两 种 染料 都 是 有 用 
HY) FB FEHR AY 


= PEE EB CRD ET A HP) Bo HA A SR 


在 19 世纪末, 药物 学 家 和 实验 治疗 学 家 就 对 荧光 染料 能 导致 微生物 发 光 的 性 质 
表现 出 了 浓厚 的 兴趣 。 人 们 认识 到 ,这 种 增强 的 发 光 是 光 致 发 光 。Tappeiner 和 
Jodlbauer 的 一 部 重要 著作 讲述 了 这 方面 的 研究 。 吓 啶 染料 是 治疗 锥 虫 的 有 效 药物 ， 
Ehrlich 用 吓 啶 黄 素 对 付 老鼠 体内 的 这 种 原生 动物 ,并 取得 了 显著 效果 。 这 种 染料 因 
其 能 影响 锥 虫 而 被 称 为 “ 锥 黄 素 ”。 显 微 镜 学 家 用 明 视野 显微镜 观察 了 这 类 染料 和 微 
生物 体 的 结合 。 

原生 动物 学 家 Provazek 显然 是 用 痰 光 显 微 镜 研究 染料 和 活 细 胞 结合 的 第 一 人 。 
他 把 各 种 荧光 探 针 和 药物 (如 荧光 素 、 曙 红 .中 性 红 . 硅 宁 等 ) 加 到 纤毛 豆 形 虫 的 培养 
液 中 ,并 用 荧光 显微镜 观察 了 细胞 的 染色 荧光 。 他 掌握 了 这 种 实验 方法 的 基本 特点 ， 
其 目的 是 :把 各 种 类 型 的 物质 (不 管 是 染料 还 是 无 色 药物 ) 引 入 细胞 ,假定 它们 服从 一 
定 的 分 布 规律 并 在 一 定 的 条 件 下 富 集 在 细胞 的 特定 成 分 中 ,那么 它们 在 荧光 显微镜 
的 暗 视野 中 就 可 以 突出 显示 细胞 的 部 分 结构 。 

1914 年 ,荧光 染料 ( 探 针 ) 被 引入 荧光 显 微 术 中 ,标志 着 实验 细胞 学 向 前 迈 了 一 
大 步 。Provazek 的 报告 首次 描述 了 活体 荧光 探 针 。 以 后 ,有 人 用 活体 染料 (包括 荧 
光 探 针 ) 进 行 原生 动物 试验 ,但 只 限于 用 明 视 野 显微镜 观察 。 

1932 年 ,匈牙利 药物 学 家 把 几 种 不 同 的 荧光 探 针 注 和 人 预先 感染 了 锥 虫 的 吵 齿 动 
物体 内 ,从 而 创立 了 活体 荧光 探 针 技术 。 荧 光 显 微 镜 下 的 血 涂 片 观察 表明 ,荧光 染料 
和 核酸 及 带 血 锥 虫 的 基本 部 分 有 特异 结合 。 

20 世纪 30 年 代 由 于 对 化 疗 特别 感 兴趣 ,人 们 做 了 各 种 努力 ,试图 确定 染料 在 什 
么 位 置 和 动物 及 人 体内 的 首 原 虫 结合 。 人 们 在 荧光 显微镜 下 发 现 , 在 所 试验 的 各 种 
荧光 探 针 中 , 唑 咱 因 ( 邯 阿 的 平 ) 在 注射 后 的 10s 内 能 被 循环 淋巴 液 选择 吸收 。 

将 咱 啶 黄 素 加 到 成 纤维 细胞 培养 液 中 ,在 显微镜 下 可 看 到 ,试验 浓度 下 它 能 阻止 
细胞 的 分 裂 。 用 荧光 呀 噪 碳 花 青 染料 标记 脂 蛋 白 , 可 在 体外 研究 动脉 粥 样 化 形成 过 
程 中 脂 蛋 白 的 代谢 。 

通过 这 些 研 究 , 人 们 明白 对 于 某 些 氨基 , 咱 喧 能 优先 和 细胞 核 成 分 结合 。 对 这 种 

结合 机 理 的 研究 , 弄 清 了 染料 对 核酸 的 结合 。 这 种 强 相互 作用 已 被 体外 及 低 pH 区 
国定 细胞 中 的 纯化 核酸 所 阐明 。 
-在 Ehrlich 阐明 荧光 素 能 示 踪 眼 内 液体 的 流动 之 后 ,Thief ART BA BM 
改进 ,试图 观察 眼 内 染料 的 荣光 。 但 当时 荧光 显微镜 用 的 光源 是 经 聚 光 镜 会 聚 的 透 
射 光 , 对 大 多 数 不 透 明 的 活 器 官 标本 无 法 观察 。 

1929 年 ,海德堡 (Heidelberg) 大 学 的 药物 学 家 Philipp Ellinger 和 年 轻 的 解剖 学 
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家 August Hirt 合作 ,对 奖 光 显微镜 做 了 重大 改进 ,在 这 种 荣光 显微镜 中 ,光源 的 垂 
直入 射 光 直 接 通过 侧 边 的 透 光 管 经 物镜 会 聚 于 样品 上 ,发 射 的 荧光 沿 透 光 管 返回 到 
观察 者 眼中 。 别 的 基本 部 件 还 有 相应 的 滤 光 片 和 一 个 温 在 水 中 的 物镜 。 这 台 被 称 作 
“体内 活体 显微镜 ”的 仪器 ,可 以 认为 是 第 一 台 落 射 荧 光 显 微 镜 。 他 们 用 这 种 显微镜 
观察 了 动物 体内 注 人 荧光 探 针 后 的 肾脏 的 微 循环 。 荧 光 素 和 咱 啶 黄 素 的 稀释 溶液 被 
用 于 人 研究 尿 液 形成 的 生理 学 。 很 多 科学 家 对 体内 活体 荣光 显微镜 产生 了 兴趣 ,并 试 
验 了 各 种 荧光 探 针 ,如 亮 碱 性 染 革 黄 棕 G(phosphine G)、 吉 和 耳 曼 宁 S(germanin S), 
楼 草 灵 芮 (rimulin yellow) .rheonin A, EM # (thiazole yellow) ii ts H (thioflavine) 
等 。 

在 20 世纪 30 年 代 , 人 们 用 这 种 荧光 新 技术 观察 了 活体 皮肤 .肝脏 肾脏、 结膜 和 
AER, ES KIER AAAI, August Hirt 竟然 进行 了 非 人 道 的 活体 试验 ,用 体 
内 活体 荧光 显微镜 观察 人 体内 的 组 织 。 

为 满足 生物 学 研究 的 需要 ,活体 荧光 探 针 必 须 在 等 渗 KEMER KAK RIEF 
使 用 ,Elligner、Prince、Schwartz 和 Kasten 等 人 对 这 方面 早期 的 研究 做 过 综述 。 | 

近年 来 ,由 于 现代 落 射 荧光 显微镜 、 显 微 荧光 扫描 仪 .数码 成 像 采集 系统 等 先进 

设备 和 方法 的 应 用 , 微 循 环 的 体内 活体 显 微 术 又 重新 受到 欢迎 。Pascal Gervaz 等 人 
将 低 密 度 脂 蛋白 进行 酰 化 ,然后 与 一 种 荧光 探 针 ( dioctadecyl-indocarbocyanine) 结 
合 , 当 肝 赛 内 皮 细 胞 摄取 这 种 标记 的 低 密度 脂 蛋 白 后 , 便 可 用 荧光 显微镜 进行 鉴定 。 
研究 人 员 将 100yL 荧光 标记 的 低 密度 脂 蛋 白 经 门静脉 注 人 BD IX 大 鼠 体 内 ,两 天 后 
再 从 门 脉 内 注入 10” 个 DHD K12 细胞 ,这 是 一 种 化 学 诱导 生成 的 BD IX 大 忌 结肠 
痛 细 胞 系 。 一 周 后 处 死 大 鼠 , 取 出 肝脏 标本 进行 常规 组 织 学 检查 ,并 用 大 鼠 内 皮 细 胞 
TMT AT BRAR SRE. GREG: EEA AER PS PEAK 
h BRAS IG ,而 大 血管 内 皮 未 出 现 荧光 染色 ,说 明 仅 肝 塞 内 皮 细胞 能 摄取 乙酰 化 的 低 密 
度 脂 蛋 日 。 在 发 生 肿 瘤 转移 的 肝脏 内 出 现 荧光 的 空间 梯度 ,标记 的 内 皮 细 胞 聚集 在 
, 转移 灶 的 周围 。 当 转移 灶 超 过 200jm 后 , 便 出 现 新 生 血 管 的 形成 ,同时 荧光 标记 的 
细胞 从 周围 侵 人 转移 灶 内 ,并 在 肿瘤 体内 排列 成 管状 。 还 有 人 用 该 显微镜 和 咱 啶 橙 
对 贱 齿 动物 的 肝脏 微 循 环 进行 了 定量 研究 。 


四 区 光 染 料 ( 探 针 ) 在 植物 研究 中 的 早期 应 用 和 发 展 


当 奖 光 探 针 用 于 植物 标本 时 ,会 产生 一 些 异 常 的 颜色 组 合 . A BRIG AR BK 
KEF. PALO. HKE SET (magdala red) 染 色 的 树叶 切片 时 ,可 看 到 红 
色 的 角质 层 ,橘红 色 的 初级 韧 皮 部 和 次 级 蔬 皮 部 , 蓝 色 的 木 栓 形 成 层 和 亮 红 色 的 木质 
部 。 有 些 奖 光 色 素 ,可 在 同一 细胞 中 诱导 产生 两 种 颜色 的 荧光 ,如 用 corip hosphine 
O 时 ,可 看 到 橙色 的 细胞 质 和 黄色 的 核酸 。 当 用 咱 院 橙 处 理 含 有 死 细 胞 的 混合 液 时 ， 
也 可 观察 到 这 种 多 色 荧 光 现 象 。 比 如 ,在 pH 为 5.7 一 8.0 时 ,植物 表皮 的 活 细 胞 发 
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绿 光 ,而 死 细 胞 发 红 光 。 
Mundter 大 学 的 植物 细胞 生理 学 家 Siegfried Strugger A PIM HERE (CAO) AIS 


细胞 和 死 细 胞 染 成 不 同 颜色 的 独特 性 能 。 他 用 明 视 野 显 微 镜 研 究 了 其 他 很 多 染料 对 


细胞 的 活体 染色 ,并 在 1931 一 1940 年 闻 发 表 了 一 系列 论文 ,为 他 的 这 一 发 现 奠 定 了 
基础 。 在 观察 组 织 或 细胞 芝 光 时 ,大 多 数 科学 家 都 没有 考虑 到 染色 液 pH 值 的 影响 ， 
而 只 是 人 简单 地 将 染料 配 成 稀 溶 液 。 但 Hercik 报道 说 ,在 pH 为 1.5 时 用 荧光 素 对 洋 
构 表 皮 细 胞 进行 体内 活体 染色 后 , 死 细 胞 和 活 细 胞 会 产生 不 同 的 荧光 图 像 。 作 为 一 
个 细胞 生理 学 家 ,他 敏感 地 意识 到 了 pH 值 对 带电 荷 的 荧光 探 针 和 胞 内 组 分 之 间 的 
结合 的 重要 性 。 他 还 认识 到 染料 浓度 可 能 会 影响 其 在 溶液 中 的 存在 形态 。 他 在 战争 
年 代 完 成 并 报道 了 这 些 研究 成 果 。 他 用 AO 和 其 他 几 种 荧光 染料 进行 了 荧光 显 微 研 
究 , 并 基于 这 些 研 究 在 1940 一 1944 年 发 表 了 近 20 篇 研究 论文 。 第 二 次 世界 大 战 后 
人 不久, 他 看 手 总 结 战 时 德国 在 细胞 生理 学 和 植物 细胞 原生 质 方面 的 研究 成 果 。 间 到 
德国 后 ,他 撰写 了 两 部 著作 ,其 中 的 一 部 就 是 关于 荧光 显微镜 的 。Strugger EFA 
匈 的 工作 ,直接 导致 了 AO 作为 核酸 荧光 探 针 在 荧光 显 微 术 . 流 式 细胞 术 中 的 现代 
应 用 。 

Strugger 在 歼 光 显 微 术 方面 的 工作 是 开创 性 的 ,具有 重大 意义 。 在 这 些 工作 中 ， 
他 系统 地 研究 了 植物 活 细胞 对 AO 的 吸收 和 存储 。 他 发 现 ,细胞 内 的 荧光 颜色 在 一 
定 程度 上 依赖 于 染料 的 浓度 ,这 就 是 “浓度 效应 ”, 后 人 又 称 之 为 “Strugger 效应 ”。 当 
AO REC : 5000)~(1: 10000)) 时 ,发 绿 光 ;浓度 高 (1 : 100) 时 ,发 红 光 ;中 等 
浓度 时 ,发 黄 光 。Strugger 还 指出 ,通过 荧光 显 微 术 ,AO 能 辨认 植物 细胞 是 死 的 还 
是 活 的 。 因 为 p 世 为 5.7 一 8.0 时 , 活 细胞 显 绿色 ,而 死 细 胞 显 红 色 。 在 pH 大 于 4.7 
时 ,AO 能 使 死 细胞 的 细胞 质 显 红色 。 在 低 pH 时 ,细胞 核 显 红色 ; 当 pH 升 到 6. 8 时 ， 
开始 变 成 黄 绿色 。 后 来 有 人 证 实 , 死 细胞 和 活 细 胞 确实 可 以 产生 不 同 颜色 的 荧光 。 
Strugger 和 他 的 同事 们 又 对 酵母 菌 .霉菌 、 细 菌 和 精子 进行 了 活体 实验 。AO 染色 产 
生 的 双色 奖 光 引起 了 人 们 对 这 种 荧光 异 色 现 象 的 注意 。 在 荧光 pH 指示 剂 的 细胞 生 
理学 应 用 方面 ,Strugger 遥遥 领先 。 

Strugger 认为 ,活体 染色 后 之 所 以 会 产生 不同 颜色 的 荧光 是 由 于 细胞 蛋白 和 
AO 阳离子 的 结合 程度 不 同 。 在 活 细胞 中 ,蛋白 上 大 概 不 存在 负电 荷 , 对 AO 阳离子 
的 吸附 很 弱 , 结 合 态 染 料 的 浓度 很 低 ,产生 绿色 荧光 ;而 在 受 损 细胞 和 死 细胞 中 ,由 于 
HEER. EAX AO 的 吸附 逐渐 增强 ,因而 分 别 产 生 黄色 和 红色 的 荧光 。Strugger 
假定 , 随 着 细胞 的 损伤 和 死亡 ,蛋白 的 亚 显 微 结 构 受 到 破坏 , 带 上 更 多 的 负电 荷 ,对 
AO 的 吸附 也 相应 增强 。 死 细胞 质 中 铀 红色 荧光 的 出 现 , 为 研究 精细 结构 的 变化 提 
供 了 看 得 见 的 证 据 。 

Strugger WEM, AO 可 用 于 测定 细胞 异 白 质 的 等 电 点 。 在 乙醇 固定 的 标本 中 ， 
含 蜡 日 的 组 织 在 等 电 点 以 下 发 绿 光 , 在 等 电 点 以 上 发 铜 红色 荣光。 

后 来 又 有 很 多 科学 家 对 AO 和 活 细胞 的 相互 作用 进行 了 深入 研究 ,并 对 Strug- 
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gér 的 解释 提出 了 质疑 。 他 们 认为 双色 荧光 与 细胞 的 代谢 活性 以 及 染料 和 DNA, Ñ 
核 攻 酸 ,多 糖 、 溶 酶 体 及 核 蛋 白 复合 物 等 的 结合 有 关 。AO 的 荧光 异 色 现象 主要 是 由 
于 染料 单 体 、 二 聚 体 和 多 聚 体 等 的 形成 而 导致 的 , AO 和 核酸 可 以 形成 各 种 复合 物 ， 
包括 染料 分 子 插入 DNA 碱 基 之 间 (发 绿 光 ) 以 及 染料 和 核酸 表面 的 磷酸 根 作 用 ( 称 
为 堆 集 ) 。 

Schummelfeder 详细 研究 了 AO 和 固定 细胞 的 结合 ,他 强调 pH EX F AGO 和 
细胞 内 组 分 结合 之 动力 学 的 重要 性 。 用 pH 法 测量 组 织 蛋 白 等 电 点 的 方法 也 得 以 证 
实 。 很 多 研究 者 提出 ,在 酸性 染色 条 件 下 , AO 阳离子 易于 和 酸性 组 分 结合 ,如 软骨 
和 柱 细胞 颗粒 中 的 酸性 粘 多 糖 和 核酸 。 有 3 个 研究 小 组 各 自 独 立地 发 现 ,在 完全 相 
同 的 条 件 下 ,用 AO 染色 ,固定 中 间 相 的 核酸 和 染色 体 DNA 发 黄 绿 色 到 绿色 荧光 ， 
HAE RNA 的 区 域 发 橙色 到 红色 菊 光 。 有 人 指出 ,引起 颜色 差异 的 是 DNA 和 
RNA 分 子 大 小 和 构 型 的 不 同 ,而 不 是 DNA 和 RNA 之 间 的 固有 的 化 学 差异 ， 
Rigler 用 显 微 荧 光 分 光 光 度 法 研究 了 AO 与 纯化 核 及 胞 内 核酸 的 结合 机 理 。 他 证 
实 ,DNA 二 级 结构 的 有 序 程度 对 AO 的 结合 有 重要 影响 。 由 于 瘤 细 胞 中 核 染 色 质 及 
RNA 的 含量 增多 ,用 AO 染色 法 可 以 很 明显 地 看 到 癌 细 胞 和 正常 细胞 的 颜色 差异 。 
在 检测 和 鉴定 纯化 的 或 病毒 感染 细胞 核酸 时 ,AO 被 证 明 是 一 种 灵敏 的 细胞 化 学 荧 
光 探 针 。 有 人 用 极 化 荧光 显 微 术 研究 了 染色 体 中 DNA 的 构造 。 作 为 检测 染色 体 中 
DNA 的 荧光 探 针 , AO 可 在 染色 臂 上 产生 均一 的 荧光 。 为 得 到 单 细胞 中 RNA 和 
DNA 含量 以 及 DNA 分 子 变异 的 定量 信息 ,也 有 人 采用 微 荧光 术 ，。 
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第 一 节 ”细胞 器 荧光 探 针 


细胞 天 的 荧光 探 针 是 一 类 能 渗透 到 细胞 内 ,并 能 选择 性 地 与 细胞 中 的 细胞 器 结 
合 的 诡 光 物质 ,其 实质 是 诡 光 染料 。 细 胞 器 的 荧光 探 针 不 但 可 用 于 固定 细胞 中 的 细 
HEAS R E ,而 且 还 可 以 用 于 活 细胞 中 的 细胞 器 染色 。 荧 光 当 料 选 择 性 地 与 线粒体 、 溶 
酶 体内 质 网 和 高 尔 基 体 结合 ,再 利用 荧光 显微镜 .激光 扫描 共 育 焦 显 微 镜 观察 ,可 得 
到 这 些 细胞 器 的 高 分 辩 率 的 清晰 图 像 ; 并 且 还 可 以 动态 观察 活 细胞 的 形态 学 变化 。 
这 些 探 针 为 研究 细胞 内 的 氧化 作用 有丝分裂 . 酶 降解 作用 .解毒 作用 等 提供 了 有 效 
手段 。 结 合 免 疫 组 化 、 原 位 杂交 技术 和 体 视 学 分 析 等 新 技术 新 方法 ,可 以 从 分 子 生物 
学 水 平定 量 研究 细胞 的 病理 和 生理 变化 ,还 可 以 用 来 分 析 细 胞 的 能 量 代谢 ,物质 合成 
和 转运 , 腊 电 位 的 变化 以 及 鉴别 细胞 类 型 。 不 同 的 细胞 器 因 其 形态 结构 及 功能 不 同 ， 
所 要 求 的 探 针 也 不 尽 相同 ,而 同一 种 细胞 需 又 常 可 标记 几 种 探 针 ,并 各 具 特 点 。 


一 、 线 粒 体 奖 光 探 针 


线粒体 存在 于 各 种 真 核 细 胞 内 ,是 负责 有 氧 代 谢 的 细胞 器 ,其 基本 形态 呈 长 杆 
状 . 线 状 、 孵 圆 形 或 圆 形 小 体 。 基 本 结构 由 平滑 的 外 膜 和 向 内 突起 形成 皱 折 的 内 膜 组 
成 。 线 粒 体 的 形态 和 数量 随 细胞 的 类 型 .细胞 代谢 水 平和 细胞 所 处 的 细胞 周期 及 增 
殖 状 态 的 不 同 有 所 差异 。 如 :心肌 细胞 的 线粒体 晓 排 列 很 不 规则 ;肾上腺 皮质 细胞 的 
线粒体 虹 旺 小 管状 或 泡 状 。 在 动物 褐 脂 细 胞 .有 时 细胞 和 肾 小 管 上 皮 细 胞 线粒体 丰富 ; 
而 在 静止 的 免疫 系统 原始 细胞 内 线粒体 很 少 。 

线粒体 是 细胞 的 供 能 站 ,含有 丰富 的 酶 系统 ,包括 磷酸 化 酶 .细胞 色素 酶 .琥珀 酸 
KAM ATP BS. ADP 在 磷酸 化 酶 的 作用 下 与 焦 磷酸 结合 生成 ATP, ATP 在 
水 解 酶 的 作用 下 释放 出 能 量 , 供 细胞 利用 ,以 完成 蛋白 质 和 核酸 合成 ,物质 转运 和 细 
胞 分 泌 及 分 裂 等 功能 ， 

线粒体 的 医 光 探 针 主要 有 ;JC-1, Rhodamine 123, Rhodamine 6G, DiOC7 (3), 
Acridine orange-10nonyl bromide, DASPMI 和 DASPEI。 
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(一 ) jC-l 

JC-1( 英 文化 学 名 为 :5,5 ,6,6 -tetrachloro-1,1 ,3,3 -tetrathy benzimidaly car- 
bocyanine iodide). JC-1 在 浓度 或 线粒体 膜 电位 低 时 ,以 单 体 存在 ,激发 波长 为 
490nm, 发 射流 长 为 527nm, 呈 绿色 荧光 。 当 浓度 升 高 或 线粒体 膜 电位 升 高 时 ,JC-1 
形成 二- 聚 体 , 呈 橙色 菊 光 ,此 时 激发 波长 为 490nm, 发 射 波长 为 590nm。 

ICI 的 用 途 主 要 有 以 下 几 方 面 : | 

(1) 通过 定量 分 析 技 术 检 测 活 细胞 内 线粒体 膜 电 位 的 变化 ; 

(2) 通过 流 式 细 胞 技术 分 析 药 物 效果 ; 

(3) 用 于 人 类 脑 脊 炎 的 检查 ; 

C4) 奶 踊 桨 亡 细 胞 中 线粒体 变化 ，; 

O 监测 线粒体 中 毒 , 缺 氧 情况 ; 

(6) 检测 ellipticine 对 线粒体 膜 电位 的 作用 效果 。 

尤其 重要 的 是 JC-1 在 检测 活 细胞 内 线粒体 膜 电 位 的 应 用 。 在 各 种 本 聚 体 形成 
型 探 针 中 ,JC-1 是 检测 活 细胞 线粒体 膜 电位 最 合适 的 探 针 。 

(=) Rhodamine 123 


Rhodamine 123 是 一 种 能 渗透 入 细胞 , 带 阳离子 的 荧光 探 针 。 激 发 波长 为 
505nm, 发 射 波长 为 534nm。 活 细胞 摄取 Rhodamine 123 达到 平衡 的 速度 较 快 ,只 需 
5min, 通 过 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 观察 ,可见 到 线粒体 被 Rhodamine 123 染 成 绿色 。 
与 亲 脂 性 Rhodamine RRB TEA HY A A [A], Rhodamine 123 不 能 染色 内 质 网 。 当 
细胞 锌 反复 冲洗 时 ,Rhodamine 123 通常 不 被 细胞 保留 ,但 许多 癌 细 胞 (不 包括 肉瘤 
或 日 血 病 细 胞 ) 可 较 长 时 间 保 留 这 种 染料 (二 24h)。 因 此 , 它 有 助 于 某 些 癌症 的 
诊断 。 

Rhodamine 123 的 用 途 主 要 有 以 下 几 个 方面 : 

C1) 通过 流 式 细胞 仪 技 术 挑选 代谢 障碍 的 酵母 菌 ; 

(D 分 离 对 有 丝 分 裂 原 刺激 敏感 的 淋巴 细胞 ; 

(3) 细胞 凋 亡 的 观察 ; 

(4) 线粒体 的 轴 浆 转运 观测 ，; 

(5) 细菌 的 生存 力 及 活力 检测 ; 

C6) 线粒体 酶 活性 的 检测 

(7) 线粒体 的 跨 膜 电位 及 膜 的 其 他 功能 活动 的 观测 ; 

(8) 多 种 药物 的 相互 持 抗 研究 ; 

(9) 分 枝 杆菌 的 药物 敏感 性 研究 ; 

(10) 卵 母 细胞 的 突变 检测 。 
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溶 酶 体 为 单 层 脂 蛋 白 膜 包 绕 的 内 含 一 系列 酸性 水 解 酶 的 小 体 ,形态 学 上 只 有 联 
合 运用 电镜 和 细胞 化 学 方法 才能 肯定 地 加 以 确认 。 根 据 溶 酶 体 是 否 含有 作用 底 物 ， 
可 将 其 分 为 初级 溶 酶 体 和 次 级 溶 酶 体 两 类 。 初 级 溶 酶 体 仅 含水 解 酶 ,但 无 作用 底 物 ， 
细胞 中 均 可 见 到 ,如 有 粒 昌 细胞 中 的 特殊 颗粒 ;次 级 溶 酶 体 含水 解 酶 和 相应 的 底 物 ， 
以 及 形成 的 消化 产物 ,根据 底 物 的 来 源 不 同 分 为 自生 性 、 异 生性 和 混合 性 三 种 。 

深 酶 体 中 含有 多 种 酶 ,是 物质 代谢 的 场所 。 主 要 功能 是 消化 分 解 细 胞 内 高 分 子 
物质 。 如 使 重 日 质 分 解 为 二 肽 或 游离 氨基 酸 , 使 碳水 化 合 物 分 解 为 单 糖 ,使 核 背 酸 分 
解 为 核 苷 和 磷酸 ,使 中 性 脂肪 或 磷脂 分 解 为 游离 脂肪 酸 、 甘 油 或 甘油 酸 二 脂 等 。 溶 酶 
体 膜 对 细胞 具有 保护 作用 ,使 溶 酶 体内 消化 酶 与 周围 细胞 质 隔离 ,阻止 酶 进入 胞 质 
中 ,避免 细胞 自身 消化 。 

溶 酶 体 的 荧光 探 针 主要 有 DAMP 和 中 性 红 (Neutral Red) HF, 

(一 ) DAMP 


DAMP( 英 文化 学 名 为 : N-(3-((2, 4-dinitrophenyl ) amino ) propyl )-N-( 3- 
aminopropyl) methylamine), 它 是 一 种 弱 碱 性 胺 。DAMP 可 被 酸性 细胞 器 摄取 并 聚 
集 ,通过 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 可 获得 溶 酶 体 图 像 , 呈 蓝 色 荧光 ,激发 波长 是 346nm。 

DAMP 的 应 用 主要 有 以 下 几 个 方面 : 

(1) 海胆 胚 卵黄 小 片 的 酸化 ; 

(2) 检测 赛 梓 纤维 变性 患者 的 细胞 器 的 酸化 ; 

(3) 胰岛 素 原 在 B 细胞 内 转换 对 pH 值 的 依赖 性 ; 

(4) 有 目 暑 性 空 泡 的 变化 。 

(=) 中 性 红 (Neutral Red) 


中 性 红 也 是 一 种 用 于 检测 溶 酶 体 的 探 针 , 旦 红色 荧光 ,激发 波长 为 541nm, 发 身 
波长 为 640nm, 


三 、 内 质 网 灾 光 探 针 


内 质 网 可 分 为 粗 面 内 质 网 和 滑 面 内 质 网 两 种 。 粗 面 内 质 网 主要 由 扁平 的 并 常 呈 
平等 排列 的 互通 式 的 池 构 成 ,其 膜 表面 附着 有 直径 为 15nm 大 小 的 电子 致密 颗粒 ( 即 
核糖 体 ), 大 多 数 池 为 扁平 状 , 切 面 呈 管状 或 泡 状 。 滑 面 内 质 网 表面 平滑 ,无 核糖 体 附 
着 ,通常 分 为 分 支 .小管 或 小 泡 的 网 状 结构 ,有 时 可 以 看 到 两 型 内 质 网 相互 连接 、 

粗 面 内 质 网 的 功能 主要 是 合成 蛋白 质 , 包 括 肽 类 激素 、 酶 素 、 抗 体 和 结构 蛋白 。 
不同 组 织 细 胞 中 背 面 内 质 网 的 功能 不 同 , 如 在 肝 细 胞 中 与 解毒 和 糖 代谢 有 关 ; 在 涌 上 
腺 皮质 细胞 中 与 省 体 类 激素 合成 有 关 :; 在 骨骼 肌 细 胞 中 与 肌纤维 收缩 有 关 。 总 之 , 滑 
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面 内 质 网 的 功能 是 多 方面 的 。 
内 质 网 的 荧光 探 针 主 要 有 :DiOCs (3), DIOC (3), DIC), (3) 和 DilCis (3)， 
(—) DIOC, (3) 


DOC: (3)( 黄 文化 学 名 为 :3,3 细胞 用 -dihexyloxacarbocyanine iodide) ,属于 短 
链 碳 酸 花 氰 苷 染料 ,激发 波长 为 459nm, 发 射 波长 为 84am, DIOC: (3) 不 仅 可 用 于 
标记 活 细 胞 中 的 内 质 网 ,而 且 可 用 于 甲醛 固定 的 细胞 中 的 内 质 网 。DiOCe (3) 进 入 细 
胞 内 与 内 质 网 结合 ,在 激光 激发 下 发 出 绿色 严 光 ,根据 内 质 网 的 形态 学 特征 很 容易 
Wal 

在 相对 低 浓 度 时 ,DiOC。6 (3) R ETER AIP HTT ER BEY, M a R Se EL ft AR 
性 细胞 此 ,包括 内 质 膜 。DigOcs(3) 是 几 种 有 相似 染色 性 质 的 染料 中 最 明亮 ,最 宜 于 
摄影 成 像 的 一 种 。 这些 染料 包括 DIOC (3), DIOG (3) ,DiOC (3) DIOC (5) , DiOC, 
(5) ,DiIC, (3), DIG (3), DIG (3) DIC (3), DIS (3), Rhodamine 6G 和 Rhoda- 
mine 3B。 这 些 染 料 能 使 细胞 器 染色 ,它们 由 多 环 的 荧光 部 分 附加 烃基 ( 即 一 CH2 
或 一 CH3) 相 联 。 烃 基 似 乎 能 增加 染料 对 膜 的 亲 和 和 性。 对 DIOC (3) 和 相关 染料 与 细 
胞 的 相互 作用 最 直接 的 解释 是 ,染料 通过 细胞 膜 ,分 隔 所 有 细胞 内 膜 的 脂 质 层 ， 

培养 细胞 染色 时 ,将 适量 DIOC (3) 加 到 培养 基 中 染色 。 在 实际 工作 中 ,应 根据 
标本 的 不 同 , 找 出 最 佳 的 实验 条 件 。 如 Lee 等 将 CV-1 细胞 (一 种 非洲 猴 的 肾 细 胞 ) 
在 培养 基 中 加 2. Sumol/L DIOG, (3) % f& 5min; Dailey SRK RHA T AAS 
0. 3umol/L DIOC: (3) 的 培养 基 染 色 10min; Sanger 等 将 Ptk-2 细胞 (一 种 袋鼠 的 上 
皮 细 胞 ) 用 0. Symol/L DIOC, (3) 的 培养 基 染 5min 后 观察 细胞 。 一 般 来 说 ,游离 细 


” 胞 标本 比 活 细 胞 更 易 染 色 。 





成 二 醛 固 定 的 细胞 用 DIOC (3) 染 色 效 果 很 好 。 用 2. 5umol/L DIOC, (3) Be, 
10min, 这 种 染色 与 活 细 胞 染色 相 比 更 稳定 ,并 且 不 存在 低 浓度 时 仅 能 使 线粒体 染色 
的 情况 。 实 验证 明 , 活 细胞 如 果 用 DiOCe (3) 染 色 后 摄像 ,或 用 戊 二 醛 固 定 后 再 染色 、 
摄像 ,结果 内 质 网 模式 完全 相同 ,说 明成 二 醋 固 定 能 很 好 地 保留 内 质 网 的 分 布 状态 。 
但 在 成 二 醛 固 定 的 细胞 中 胞 浆 膜 上 随时 产生 气泡 ,成 二 醛 固 定 的 细胞 在 染色 的 最 初 
10~20min 之 内 最 有 效 。 甲 醛 固 定 会 使 内 质 网 产生 较 多 气泡 ,而 甲醇 固定 会 使 内 质 
网 膜 破 坏 ,所 以 不 能 用 这 两 种 固定 液 固定 细胞 。 

(=) DiOC; (3) 


DOC; (3) (英文 化 学 和 名 为 ;3,3-dipentyloxacarbocyanine iodide) , MARK KH 
484nm, 发 射 波 长 为 509nm。 它 和 DiOCs (3) 一 样 , 也 属于 短 链 碳酸 花 氰 苷 染料 。 其 
染料 特点 及 用 途 与 DOCO AHM. 

C=) DiICie (3) 和 DilCis (3) 

DiIC,s (3) (英文 化 学 名 为 ;1,1-dihexadecyl-3,3,3 ,3 -tetramethyl indocarbo cy- 
anine perchlorate) ,激发 波长 为 550nm，, 发射 波长 为 564nm ， DifICs(3)( 英 文化 学 名 
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为 :1 ,1-dioctadecyl-3,3,3 ,3 -t tetramethyl indocarbocyanine perchlorate) 激 发 波长 
为 550nm, 发 射 波 长 为 565nm, 均 呈 黄 色 荧光。 

DiICs(37 和 DiIC (3) 分 子 结构 与 DOGO AMA fA, DIOC (3) 有 两 个 更 长 
的 碳 链 ,使 DII 不 能 透 过 膜 。 一 旦 Dil 结合 到 膜 内 , 它 就 保留 膜 中 。 它 在 膜 的 两 层 内 
目 由 扩散 。 这 样 就 传播 到 整个 与 它 结 合 的 那个 连续 的 膜 内 。DiI 已 经 用 来 标记 神经 
元 细胞 和 肌 细 胞 的 内 质 网 。 有 人 用 共聚 焦 显 微 镜 在 未 受精 的 卵 中 观察 内 质 网 ,而 且 
能 在 党 精 孵 中 可 观察 到 组 织 再 生 。 


四 .高尔基 复合 体 菊 光 探 针 


高 尔 基 复 合体 包括 扁平 宫 泡 .小 泡 和 大 泡 三 种 基本 成 分 。 在 一 定 类 型 细胞 中 ,高 
尔 基 复 合体 的 形态 和 位 置 较 恒定 ,如 在 神经 元 中 ,高 尔 基 复合 体位 于 核 周 围 ;在 肝 细 
胞 中 位 于 细胞 核 与 毛细 胆管 的 区 域内 。 凡 具有 分 泌 功 能 的 细胞 ,高 尔 基 体 均 发 达 。 
如 胰腺 细胞 .唾液 细胞 和 小 肠 上 皮 细 胞 。 

局 尔 基 复合 体 的 功能 主要 是 将 由 粗 面 内 质 网 运 来 的 蛋白 类 物质 进行 加 工 \、 浓 缩 、 
储存 和 运送 ,最 后 形成 分 泌 泡 排除 。 

高 尔 基 复 合体 的 荧光 探 针 主 要 有 NBD Ceramide 和 BODIPY Ceramide 两 种 ， 

(—) NBD Ceramide 

NBD Ceramide (英文 化 学 名 为 : 6-(( N-( 7-nitrobenz-2-oxa-1, 3-diazol-4-yl ) 
amino)crproyl) sphingosine) , PREKE. RIK IEW 464nm, 发 射 波长 为 532nm 。 
NBD Ceramide 是 且 前 应 用 较 广 泛 的 选择 性 染色 高 尔 基 复合 体 的 探 针 。 它 适用 于 活 
细胞 和 固定 细胞 的 染色 。 

NBD Ceramide 目前 已 被 应 用 于 以 下 方面 的 研究 : 

CL) 检测 药物 对 高 尔 基 复 合体 和 内 质 网 之 闻 的 蛋白 转运 的 作用 效果 ， 

(2) Farber. 3 病 ( 一 种 遗传 性 脂 代谢 异常 的 疾病 ) 的 研究 ; 

(3) 细胞 内 凝血 酶 受 体 的 转运 和 标记 ; 

C4) 通过 诡 光 素 化 细胞 分 类 法 研究 孤立 的 分 泌 突 变 体 的 分 小 活性 。 

(二 ) BODIPY Ceramide 

BODIPY Ceramide (英文 化 学 名 为 ; N-(4,4-difluoro-5,7-dimethyl-bora-3a, 4a- 
diaze-s-indacene-3-pentanoyl) sphngosine) , #27 & RIE, MERKA 505nm, & PH 
长 为 511jnm。 用 这 各 "从 针 标 记 的 高 尔 基 复 合体 既 可 用 荧光 显微镜 观察 ,也 可 用 电子 





根据 奖 光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 其 他 常用 细胞 器 探 针 ,如 表 4-1 所 示 。 
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表 4-1 Haeg HAE Rtt 
激发 波长 发 射 波长 


TR ET HK (am) Gam) 生物 学 应 用 
Pyronin Y 545 580 ZALIA, FEA SA EG, 期 
Acridine orange-10-dodecylbromide 493 520 线粒体 
Rhodamine B hexyl ester, chloride 555 579 内 质 网 
Rhodamine-dextran 570 595 植物 线粒体 
Rhodamine 6G 530 590 ”线粒体 
Texas Red-ovalbumin 596 620 活 细胞 中 的 线粒体 
Acridine orange-10-noyol bromide Y 网 织 红 细胞 (血液 党 和 流 式 细 胞 术 ) 
Thioflavin T 370 418 神经 细胞 质 的 反 标 记 


注 : 表 中 发 射 波长 栏 中 ,Y 代表 黄色 光 ， 
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细胞 骨 染 是 一 类 新 发 现 的 非 膜 性 细胞 费 , 因 其 具有 高 度 活 性 和 广泛 的 功能 而 日 
益 党 到 重视 。 这 些 骨 架 能 影响 细胞 的 大 小 、 形 状 、 移 动 性 .分裂 和 包括 吸收 及 分 泌 的 
运送 过 程 。 应 用 菊 光 探 针 研究 细胞 骨架 具有 广阔 的 前 景 。 

细胞 骨 台 主 要 包括 微 管 . 微 丝 和 中 间 微 丝 ,而 微 丝 主要 由 细 丝 ( 肌 动 蛋白 为 主 ) 和 
粗 丝 ( 肌 球 重 日 为 主 ) 组 成 ,以 下 着 重 介 绍 肌 动 重 日 及 微 管 绰 白 的 区 光 探 针 。 


一 ,F- 肌 动 蛋 白 荧 光 探 针 


目前 发 现 , 包 括 哆 笔 环 肽 及 其 衍生 物 鬼 笔 毒素 的 灭 光 标记 物 是 理想 的 F- 肌 动 蛋 
日 探 针 。 这 种 严 光 探 针 的 特点 有 : 

(1) 5 FF- 肌 动 蛋 白 特 异性 结合 ,即使 在 纳 摩 尔 浓度 下 也 可 标 染 肌 动 蛋白 ,一 个 鬼 
笔 毒 素 可 结合 一 个 肌 动 蛋白 亚 基 ,和 鬼 笔 毒素 不 与 G- 肌 动 蛋 白 单 体 结合 ; 

(2) 使 F- 肌 动 蛋 白 更 为 稳定 :和 鬼 笔 毒素 可 抑制 细胞 松弛 素 碘化钾 或 高 温 下 对 
F- 肌 动 重 日 的 解 聚 作用 ; 

(3) 不 影响 肌 动 蛋 日 与 其 他 和 量 白 质 的 结合 : 因 鬼 笔 毒素 分 子 量 小 (和 1 200D) ,所 
以 它 与 肌 动 蛋 日 结合 后 所 占 空间 少 ; 

(4) 不 影响 肌 动 蛋 日 的 功能 : 当 探 针 与 肌 动 重 日 结合 后 ,肌纤维 仍 可 收缩 , 肌 动 
蛋 电 丝 仍 可 在 固 相 肌 浆 球 和 蛋白 基质 上 移动 | | 

(5) 可 溶 于 水 , 易 被 可 见 光 激 发 ; 
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(6) 对 粗 丝 和 细 丝 中 的 F- 肌 动 重 日 无 选择 性 。 

这 类 探 针 种 类 繁多 ,最 早 使 用 的 是 NBD 鬼 笔 环 肽 。 后 来 出 现 了 荧光 素 、. 罗 丹 
AY BONIPY 标记 的 鬼 笔 毒素 。 目 前 常用 的 BONIPY 标记 的 和 鬼 笔 毒素 系列 有 BON- 
IPY FL .BONIPY 558/568 及 BONIPY 581/591。 它 们 的 激发 波长 及 发 射 波长 分 别 
GRIER .罗丹 明 及 Taxas Red 相似 ,但 是 它们 的 光 稳 定性 好 , 且 发 射 光 谱 区 市 罕 。 
因而 被 广泛 用 于 多 重 标记 。 其 中 BONIPY FL 对 pH 值 不 敏感 , 且 荧 光 团 褪色 慢 。 
已 成 功用 于 F- 肌 动 蛋白 定量 和 分 布 测定 。 罗 丹 明 标记 的 鬼 笔 环 肽 光 稳 定性 也 较 好 ， 
且 可 竞争 性 地 与 肌 动 蛋白 相 结 合 , 结 合 后 荧光 强度 增高 9 AT Foe 
快速 定量 。 

根据 荧光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 其 他 常用 FF- 肌 动 重 日 疾 光 探 针 ,如 表 
4-2 所 示 。 


表 4-2 ”其 他 常用 下 - 肌 动 蛋 身 荧光 探 针 


探 针 名 称 激发 波长 (nm) ”发 射 波长 (nm) ”生物 学 应 用 
Alexa Fluor 350 phalloidin 346 446 
Coumarin phallacidin 355 443 
NBD phallacidin 465 536 
Alexa Fluor 488 phalloidin 495 517 
Fluorescein phalloidin 496 516 
Oregon Green 488 phalloidin 496 520 
BODIPY FL phallacidin | 505 912 
Oregon Green 514 phalloidin 511 | 528 
Eosin phalloidin 524 544 
Alexa Fluor 532 phalloidin 528 555 
Rhodamine phalloidin 554 573 检测 F- 肌 动 蛋白 
Alexa Fluor 546 phalloidin 554 570 
BODIPY 558/568 phalloidin 558 569 
Alexa Fluor 568 phalloidin 578 600 
BODIPY TR-X phallacidin 589 617 
Alexa Fluor 594 phalloidin 593 617 
Phallacidin-Bodipy 505 512 
Phallacidin-NBD 468 520 
Phalloidin-fluorescein 490 520 
Phalloidin-rhodamine 540 580 


Phallotoxin-phenylcoumarin 387 465 
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= .G- 肌 动 蛋白 荧光 探 针 


脱氧 核糖 核酸 酶 IIDNase DAES G- 肌 动量 日 特异 结合 。 当 DNase I irw EK 
JGR OH SEY FHA Texas 红 等 艾 光 基 团 即 成 为 荧光 探 针 ,用 于 G-A 3 E A K a 
W. KIER DNase 1 与 BONIPY 鬼 笔 环 肽 结合 应 用 ,可 同时 观察 FA E AAG- 
动 重 日 ,人 研究 活 的 非 肌肉 细胞 中 微 丝 结构 的 分 裂 情 况 。 奖 光标 记 的 DNase 1 探 针 还 
可 用 于 研究 核 背 酸 , 阳 离子 和 细胞 松弛 素 D 与 G- 肌 动 蛋 白 单 体 间 的 相互 作用 。 

根据 荧光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 常用 G- 肌 动 蛋白 荧光 探 针 ,如 表 4-3 
所 示 。 

表 4-3 常用 G- 肌 动 蛋 白 荧 光 探 针 


探 针 名 称 激发 波长 (nm) ”发射 波长 (nm) 生物 学 应 用 
DNase I, fluorescein conjugate 494 517 
DNase I, Alexa Fluor 488 conjugate 495 519 
DNase I, Oregon Green 488 conjugate 496 516 检测 G- 肌 动 蛋 白 
DNase I, Alexa Fluor 594 conjugate 590 617 
DNase I, Texas Red conjugate 597 618 
= ME EAKR 


(一 ) 菊 光 素 秋 水 仙 碱 探 针 

秋水 但 碱 可 特异 性 地 与 微 管 蛋白 结合 ,抑制 微 管 蛋白 装配 。 标 记 上 荧光 素 后 制 
成 的 荧光 探 针 可 用 于 微 管 蛋白 的 研究 。 此 外 ,单纯 的 去 乙酰 基 秋水 仙 碱 可 用 于 亲 和 
层 析 ,分 离 出 微 管 强 白 。 

(=) DAPI 探 针 

DAPI 属于 核酸 染料 ,但 在 体外 可 与 纯化 的 微 管 重 已 结合 ,而 不 影 啊 微 管 重 纠 的 
装配 或 GTP WK. DAPI 探 针 与 微 管 和 蛋 日 绪 合 后 ,可 出 现 吸 收 光谱 的 偏 移 及 欧 光 
增强 现象 ,此 外 由 于 它 与 多 聚 微 管 蛋白 结合 的 亲和力 比 双 聚 微 管 蛋白 高 7 倍 。 因 此 ， 
这 种 探 针 可 用 于 微 管 蛋 白 装配 动力 学 研究 。 
(=) DCVJ 探 针 


DCVJ 探 针 成 分 为 9-(dicyanovinyl) julolidine, 与 微 管 二 聚 体 的 特异 位 点 结合 ， 
是 追踪 活 细胞 内 微 管 蛋 白 聚 合 的 有 效 探 针 。DCVJ 在 活 细 胞 内 的 染色 可 被 细胞 松弛 
素 D 所 阻 断 。 可 用 于 活 细胞 内 微 管 重 白 的 多 阳 化 研究 。 另 外 , 它 也 与 牛 脑 钙 调 素 相 
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结合 发 出 强烈 奖 光 ,用 于 钙 调 素 的 研究 。 

(四 ) Bis-ANS 4 4 

Bis-ANS EWE & Aa dll. CS EY BK A mia MAE 
对 微 管 装 配 有 重要 作用 的 接合 区 附近 ,远离 搞 制 有 丝 分 裂 药 物 的 结合 位 扩 。 缩 合 后 
有 奖 光 增强 现象 。 用 于 研究 时 间 和 温度 依赖 型 的 微 管 盘 晶 单 体 和 二 柴 体 的 定位 和 缩 


四 、 微 管 选 择 性 的 紫杉醇 探 针 


紫杉醇 可 用 作 研 究 微 管 的 分 子 探 针 ,其 纯度 经 HPLC 后 需 高 于 98% 。 有 些 文献 
也 称 紫 杉 醇 为 紫 杉 酚 ,是 一 种 二 菩 类 化 合 物 , 为 抗 肿瘤 剂 。 最 初 是 从 西方 紫 杉 属 树 木 
的 树 皮 中 分 离 出 来 的 , 它 的 抗 有 丝 分 裂 和 细胞 毒素 的 活性 与 它 能 促进 微 管 蛋白 装配 
成 微 管 聚合 体 相 关 ,这 种 聚合 体 不 能 通过 降低 微 管 蛋白 的 浓度 . 钙 .低温 或 是 其 他 破 
坏 微 管 结构 的 药物 而 解 罕 。 紫 杉 醇 还 降低 了 微 管 蛋 日 装配 所 需 的 临界 浓度 。 培 养 细 
Wed FH REEE ,会 停 浪 在 细胞 周期 的 G,。 和 M 期 。 
| = Bh SE Fe EERE A +E BW: Oregon Green 488 paclitaxel (Flutax-2) ,BODIPY FL 
paclitaxel 和 BODIPY 564/570 paclitaxel。 这 些 衍 生物 是 研究 微 管 形成 和 运动 性 成 
像 的 有 效 工具 。 
Oregon Green 488 paclitaxel 是 标记 活 细 胞 微 管 丝 的 一 个 重要 探 针 。 痰 光标 记 
物 结合 在 紫杉醇 的 78B- 产 基 位 ,可 以 选择 性 地 和 微 管 结 合 , 在 ST CRAB RAE. 与 
Oregon Green 488 paclitaxel 不 同 ,BODIPY FL 和 BODIPY 564/570 paclitaxel 在 大 
多 情况 下 不 适合 标记 细胞 间 的 微 管 生日 。 
Tubulin Tracker Green reagent 可 将 活 细 胞 中 聚合 型 微 管 蛋白 带 上 绿色 荧光 ， 
是 Oregon Green 488 紧 杉 醇 的 二 乙酰 化 体 , 也 被 称 为 Flutax-2。 它 是 一 种 不 带电 
荷 , 非 荧光 的 化 合 物 ,能 够 轻易 地 通过 活 细胞 的 质 膜 。 一 旦 进入 细胞 内 , 杂 脂 性 的 限 
断 基 被 非特 异性 酯 酶 所 降解 ,生成 能 产生 绿色 荧光 和 带电 荷 的 紫杉醇 。 非 乙酰 化 的 
Oregon Green 488 紫杉醇 以 前 被 用 于 活 细 胞 标记 ,然而 Tubulin Tracker Green 
reagent 更 容易 通过 细胞 ,标记 更 均匀 ,选择 性 也 更 好 。 | 
Tubulin Tracker Green reagent 有 两 种 组 分 :低压 冻 于 的 Tubulin Tracker 
Green reagent 和 含有 20%Pluronic F-127 溶液 的 DMSO， 因为 紫杉醇 结合 聚合 型 
的 微 管 蛋白 ,Tubulin Tracker Green reagent 会 抑制 细胞 分 裂 和 一 些 涉 及 到 聚合 型 
(oS AY SA AE 
He TEC CHR ET BY PEE De J FA i E A H By EL ths BRA Oe 4-4 A 
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表 4-4 其 他 常用 细胞 骨架 探 针 


探 针 名 称 激发 波长 (nm) BARE (nm) 生物 学 应 用 
AMA(3-amino-6-methocyacridine) UV Y,G OS MAA ,核酸 
Bisbenzimide 360 530 神经 核酸 的 反 标 记 
Caacade Blue hydrazide 376,389 423 显 微 注 射 细胞 的 共 价 

标记 
Colcemid- NBD 468 520 PECET VAL 
DASPEI(2-(4-dimethyl amino-styryl)- 429 557 线粒体 (黄色 ), 膜 ( 绿 
N-ethyl-pyrinium iodide) E). OBL) 
DASPMI 429 557 网 状 细胞 
5,7-DHT(C5,7-dihydroxytrptamine) UV-B G 细胞 体外 长 期 示 踪 





注 : 表 中 激发 波长 和 发 射 波长 栏 中 :B 代表 蓝 色光 ,G 代表 绿色 光 ,UV 代表 紫外 光 ,Y 代表 黄色 光 


第 三 节 ”研究 钙 调 节 及 活性 的 荧光 探 针 


钙 离 子 具有 第 二 信使 活性 , 它 通过 多 种 途径 参与 信号 传递 。 它 与 钙 离 子 受 体 相 
结合 ,进而 激活 蛋白 激酶 C, 从 而 引起 一 系列 生理 作用 ,所 以 钙 在 细胞 内 信号 传递 过 
程 中 发 挥 了 重要 作用 。 

第 二 信号 系统 是 当前 研究 的 焦点 ,有 以 下 几 种 荧光 探 针 可 供 这 方面 的 研究 。 


一 , 钙 调 蛋白 荧光 探 针 

锋 的 类 似 物 如 三 氧化 钱 或 其 他 三 价 钢 系 化 合 物 可 被 激发 荣光 ,可 用 于 制备 探 针 ， 
它们 能 强烈 地 与 钙 调 蛋白 I 和 下位 点 相 结合 ,用 于 钙 调 蛋白 的 研究 。 此 外 ,加 入 
Ndi+ By ASKER SEK. BOT ADH CEA AN 位 点 间 的 距离 。 另 
yh MEE ABA. WAG ASS BAA on W-5,W-7 等 。 

二 蛋白 激酶 C 的 荧光 探 针 


EAR CCPKC) 是 激素 信和 号 转 导 过 程 中 发 挥 关 键 作用 的 钙 敏 感性 和 磷脂 敏感 
性 酶 ,研究 PKC 具有 重要 意义 。 主 要 的 奖 光 探 针 如 下 : 
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(一 ) 佛 波 乙酸 酯 荧光 探 针 

佛 波 乙 酸 酯 是 一 种 促 瘤 剂 。 它 能 与 蛋白 激酶 C 特异 性 结合 而 发 挥 作用 。 用 
BODIPY ,Dansyl 和 NBD 标记 的 佛 波 乙酸 酯 ( 佛 波 十 四 酰 乙 酸 酯 的 拟 似 物 ) 即 为 欧 
ARH. CEMER A. HP Dansyl 佛 波 酯 的 荧光 随 它 与 PKC 的 结合 而 增强 ; 
BODIPY 佛 波 酯 的 实 光 不 易 受 环境 影响 。 它 们 主要 用 于 研究 肿瘤 细胞 的 信和 号 传导 ， 
如 NBD 佛 波 乙酸 酯 已 用 于 监测 Burkitt 淋巴 瘤 细胞 中 的 PKC 移 位 。 

(二 ) 乙酰 辅酶 A 荧光 探 针 

由 于 乙酰 辅酶 A 能 调节 PKC 的 二 酰基 甘油 活性 ,所 以 标记 上 荧光 后 也 可 间接 
监测 和 蛋 日 激酶 C 的 活性 。 研 究 PKC 活性 时 ,还 可 配合 应 用 PKC 抑制 剂 , 如 氮 点 类 
ML-9, 


= #5 BS FY ER Et 


策 痰 光 探 针 均 以 钙 政 合剂 EGTA 为 基础 而 合成 的 ,它们 与 钙 相 结合 的 部 位 均 位 
于 凌 基 ,结合 后 即 有 荧光 变化 。 至 目前 已 有 三 代 钉 荧光 探 针 ,第 一 代 探 针 是 20 世纪 
80 年 代 初 合成 的 quin-2, 后 又 合成 了 能 用 于 双 波 长 比例 测量 的 第 二 代 探 针 , 即 Indo-1 
和 Fura-2, 这 两 代 钉 的 探 针 均 需 要 紫外 线 激发 。 目 前 又 合成 了 由 可 见 光 激 发 的 第 三 
代 探 针 :Fura-3。Fura-3 的 酯 化 形式 即 乙酰 羟 甲 基 栈 (AM) ,不 发 荧光 ,但 能 透 过 细 
胞 膜 ,在 胞 内 的 非特 异 酯 酶 作用 下 水 解 AM ,与 游离 钙 相 结合 ,荧光 迅速 增强 50 一 100 
倍 。 目 前 这 些 钙 荧光 探 针 广泛 应 用 于 细胞 内 游离 钙 的 测定 。 研 究 钙 时 可 配合 应 用 镍 
的 指示 剂 如 TMB-8, 它 可 阻 断 Cat 在 平滑 肌 和 骨骼 肌 细 胞 的 肌 浆 网 中 的 释放 。 

根据 奖 光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 其 他 常用 研究 钙 调 节 及 活性 的 荧光 探 
针 ,如 表 4-5 所 示 。 | 


R45 Hie STS HBB tt A) ER St | 
探 针 名 称 激发 波长 (nm) 发 射 波长 (nm) 生物 学 应 用 


1. 膜 和 受 体 探 针 
AO 490 530,640 ”多 层 脂 质 体 
8-anilino-l-naphthalene sulphonic acid 385 485 WG cE FE IK A 7k AR 
区 的 寞 面 位 置 
Anthroyl ouabain 362,381 485 心 糖苷 受 体 
Dansyl lysine 340 515 低 胆 固 醇 腊 
Dsansyl phorbol acetate | 341 496 和 爱 体 结合 的 肿瘤 


促进 剂 模 拟 物 
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| 续 表 

探 针 名 称 激发 波长 (nm) 发 射 波长 (nm) 生物 学 应 用 

Dexamethasone rhodamine 549 568 糖 皮质 激素 受 体 

1-Pyrene butyryl choline bromide 342 378~ 420 zE Ak E 

Rhodamine B octadecy!l este 560 590 BR 7K RET RRL DT 

2. 细胞 膜 电 位 和 细胞 内 pH 探 针 

ADB-1, 4-diacetoxy-2, 3-dicyano-ben- 351 450~476 ”细胞 内 pH( 碱 性 条 件 

zene TESEH) 

BCECF-AM 500 530,620 乳 内 pH 

Bis-oxonol (D1SBa-C2(3)) 540 580 Age AB, ay 

Carboxy SNAFL-2-(seminaphtho-fluo- 485,514 546 (AR) 单 激发 - 双 发 射 pH 指 

rescein) 547 630( BR) JINJA] 

Carboxy SNAFL-1-(seminaphtho- 518,548 587 (RB) 单 激发 - 双 发 射 pH 指 

rhodoflur) 574 630( 碱 ) AR Fl 

l ,4-Diacetoxyphthalonitrile 350 420~440 胞 内 pH 

4, 4’-diisothiocyano-2, 2’-stilbene-dis- 340 | 430 阴离子 运输 抑制 剂 

ulphonic acid 

DIOC, (3) 482 oll 膜 电 位 

DIOC, (3) 482 500 膜 电位 

DiOC, (5) 579 603 膜 电位 

9-(N-Didecyl)aminnoacridine 430 475 E pH 梯度 

Merocyanine 540 500 572 REM SE FES 

Oxonol V 609 645 膜 电 位 

Rhodamine 123 510 534 oe ey (A AN oe et ey Ay 

Vita blue dibutyrate-14(VBDB-14) 524 570( 酸 ) = AAD PHO ED 

| 609 645 (Re) 
WW 781 603 635~645 MEt 
3. 离子 探 针 ( 活 体 ) 
Aequorin 一 469 钙 离子 存在 下 发 光 的 
荧光 和 蛋白质 

9-anthronyl choline iodide 320 420 钙 离 子 接 的 钙 调 蛋白 

Calcein 305,490 520 和 钙 离 子 和 和 镁 离子 

7-chlorotetracycline, aureomycin 345 430 膜 附 近 自 由 钙 离 子 

Fluo-3 506 526 mAT 

Fluo-2 335,362 505 钙 离子 (游离 时 最 大 


激发 波长 在 362nm, 
与 鳃 离子 结合 后 在 
335nm) 
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PUAT RRR ETRE 


目前 核酸 获 光 探 针 在 分 子 生 物 学 领域 中 应 用 最 广 ,主要 应 用 于 DNA 、RNA 的 
定量 和 定性 分 析 。 它 们 能 以 非 共 价 键 的 方式 与 DNA/RNA 相 结 合 。 根 据 它们 能 否 
穿 膜 透 入 活 细 胞 内 ,可 分 为 两 大 类 : 胞 膜 透 过 性 和 非 透 过 性 核酸 探 针 。 


一 \ 透 性 核酸 严 光 拧 针 


(一 ) SYTO 核酸 染料 

SYTO 是 活体 核酸 透 性 染料 。 这 种 染料 对 核酸 的 亲和力 较 低 ,可 通过 被 动 运输 
扩散 透 过 大 多 数 细 胞 的 细胞 膜 。 对 活 细胞 和 死 细 胞 的 RNA 和 DNA 都 可 以 进行 染 
色 。 同 时 ,也 可 用 于 革 兰 氏 阳 性 和 骨 性 细菌 的 染色 。 染 料 通过 紫外 光 (UV) 或 可 见 
光 的 激发 发 出 诡 光 。 现 在 的 染料 可 以 发 出 蓝 色 绿色、 检 色 和 红色 等 几 种 颜色 。 这 种 
染料 有 如 下 特点 : 

(1) 可 透 过 所 有 细胞 的 细胞 膜 ; 

(2) 融 吸 光度 ,最 大 吸光 系数 大 于 50 000M" cm"; 

(3) 目 身 严 光 较 低 , 当 不 与 核酸 结合 时 量子 产 率 低 于 0.01; 

(4) 当 与 核酸 结合 后 量子 产 率 高 于 0. 4。 

各 种 SYTO 染料 间 的 特性 都 不 相同 ,包括 :细胞 通 透 性 ,与 核酸 结合 后 荧光 的 增 
强度 ,激发 和 发 射 光谱 ,对 DNA/RNA 的 不 同 亲和力 等 。 SYTO 染色 可 以 通过 激光 
或 者 其 他 传统 的 宽 谱 带 的 激发 光谱 进行 激发 显 色 ， 

与 专门 对 DNA 染色 的 DAPI 和 Hoechst 33258 不 同 ,SYTO 还 可 以 对 RNA 进 
行 染色 ,因而 ,经 过 SYTO 染色 的 细胞 在 细胞 核 和 细胞 质 中 都 可 以 观察 到 染色 ， 

由 于 有 些 SYTO 染料 在 中 性 pH 条 件 下 带 正 电荷 ,因此 也 可 以 对 线粒体 染色 。 
Ab SYTO 可 以 分 别 对 革 兰 氏 阳 性 菌 和 革 兰 氏 阴 性 昔 染 色 。 死 亡 的 酵母 细胞 经 过 
染色 后 出 现 明亮 的 菊 光 , 活 的 酵母 细胞 在 线粒体 和 细胞 核 都 可 以 观察 到 荧光。 一 
SYTO 的 染色 还 可 以 用 于 观察 细胞 将 亡 , 还 有 一 些 与 SYTO 结构 相似 的 染料 用 来 研 
究 细 胞 的 多 重 耐 药性 。 红 色 的 SYTO 染料 可 以 被 用 来 作为 绿色 荧光 蛋白 ,凝集 素 或 
者 细胞 不 透 性 的 绿色 SYTOX 染料 的 复 染 剂 。 一 些 绿色 的 SYTO 染料 是 良好 的 细 
胞 核 的 复 染 剂 。 

SYTO 绿色 染料 是 一 种 细胞 透 性 的 对 RNA 进行 专 一 性 染色 的 染料 。 在 与 
RNA 连接 之 后 ,此 染料 会 发 出 较 强 的 绿色 荧光 ,但 是 当 此 染料 与 DNA 连接 时 ,发 出 
的 奖 放 十 分 微弱 。 用 于 对 FITC 染色 的 细胞 进行 检测 的 滤 色 片 就 可 以 用 于 观察 
RNA 专 一 性 的 SYTO 绿色 染料 的 染色 结果 ,如 图 4-1 所 示 。 
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300 400 500 600 450 500 550 600 650 700 
4-1 DNA 专 一 性 SYTO 染料 的 荧光 激发 情况 
常用 的 SYTO 核酸 荧光 探 针 ,如 表 4-6 所 示 ， 


表 4-6 常用 的 SYTO 核酸 荧光 探 针 
— 





探 针 名 称 激发 波长 (nm) 发 射 波长 (nam) ”生物 学 应 用 
lL. 蓝 色 荧光 SYTO 染料 
SYTO 40 blue-fluorescent nucleic acid stain 419 445 
SYTO 41 blue-fluorescent nucleic acid stain 426 455 
SYTO 42 blue-fluorescent nucleic acid stain 430 460 
SYTO 43 blue-fluorescent nucleic acid stain 437 464 
SYTO 44 blue-fluorescent nucleic acid stain 445 472 
SYTO 45 blue-fluorescent nucleic acid stain 452 484 
2. 绿色 荣光 SYTO 染料 
SYTO RNASelect green-fluorescent cell stain 490 530 
SYTO 9 green-fluorescent nucleic acid stain 483 503 
SYTO 10 green-fluorescent nucleic acid stain 484 505 检测 核酸 
SYTO BC green-fluorescent nucleic acid stain 485 500 
SYTO 13 green-fluorescent nucleic acid stain 488 509 
SYTO 16 green-fluorescent nucleic acid stain 488 | 518 
SYTO 24 green-fluorescent nucleic acid stain 490 515 
SYTO 21 green-fluorescent nucleic acid stain 494 517 
SYTO 27 green-fluorescent nucleic acid stain 495 537 
SYTO 26 green-fluorescent nucleic acid stain 497 534 
SYTO 23 green-fluorescent nucleic acid stain 499 520 
SYTO 12 green-fluorescent nucleic acid stain 500 522 
SYTO 11 green-fluorescent nucleic acid stain 508 527 
SYTO 20 green-fluorescent nucleic acid stain 512 530 
SYTO 22 green-fluorescent nucleic acid stain 515 535 
SYTO 15 green-fluorescent nucleic acid stain 516 546 


TT 
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RR 
探 针 名 称 激发 波长 Cnm) 发 射 波长 Cnm) 生物 学 应 用 
SYTO 14 green-fluorescent nucleic acid stain 517 549 
SYTO 25 green-fluorescent nucleic acid stain 521 556 
3. 橙色 荧光 SYTO 染料 
SYTO 86 orange-fluorescent nucleic acid stain 528 556 
SYTO 81 orange-fluorescent nucleic acid stain 530 544 
SYTO 80 orange-fluorescent nucleic acid stain 531 545 
SYTO 82 orange-fluorescent nucleic acid stain 54] 560 
SYTO 83 orange-fluorescent nucleic acid stain 543 559 检测 核酸 
SYTO 84 orange-fluorescent nucleic acid stain 567 582 
SYTO 85 orange-fluorescent nucleic acid stain 567 583 
4. EKI SYTO 染料 
SYTO 64 red-fluorescent nucleic acid stain 598 620 
SYTO 61 red-fluorescent nucleic acid stain 620 647 
SYTO 17 red-fluorescent nucleic acid stain 621 634 
SYTO 59 red-fluorescent nucleic acid stain 622 645 
SYTO 62 red-fluorescent nucleic acid stain 649 680 


(二 ) "Y me HE CAO) | 

ZE- AAR TRICRG ARAARA BRS) 5 DNA/RNA WARA. > 
与 DNA 结合 时 ,最 大 发 射 波长 为 525nm; 与 RNA 结合 时 ,最 大 发 射 波长 为 650nm。 
其 重要 作用 有 : 

(1) 单 链 或 双 链 DNA/RNA 定性 和 和 定量 对 肿瘤 的 诊断 .分 类 及 预后 判断 有 重要 
mM; 

(2) 分 析 核 酸 内 部 的 结构 .分子 结构 及 含 核酸 的 细胞 成 分 构象 ; 

(3) 观察 DNA 凝 胶 电泳 情况 ; 

(4) 其 他 作用 ,如 可 标 染 胰岛 细胞 内 含 胰 岛 素 的 分 泌 型 颗粒 ;对 大 肠 杆 菌 的 计 
数 ,对症 疾 作 快速 诊断 ;作为 胞 内 pH 梯度 显示 剂 ,用 来 监测 钠 离 子 交 换 、 钙 离子 诱导 
的 质子 梯度 变化 及 在 而 药性 大 鼠 肝 结 节 中 质子 条 活性 。 


(=) Hoechst X XW # 4 


这 是 一 种 槽 结合 型 DNA RH ,其 特点 包括 : 

C1) 细胞 毒性 小 ; 

(2) 偏重 与 DNA ME PA AT 碱 基 对 结合 ,尤其 是 与 poly-(d(A-T)) 绪 合 牢 
固 , 甚 至 可 取代 几 种 DNA HAF; 

(3) 荧光 强度 和 结合 亲和力 取决 于 DNA 碱 基 对 的 构象 和 序列 ; 

(4) 特异 性 强 , 专 一 性 地 与 DNA 结合 ; 
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(5) 分 辨 率 高 :借助 于 扫描 显微镜 ,可 在 一 百 万 个 混合 细胞 中 检测 到 一 个 目的 
细胞 ; 

(6) 可 被 大 多 数 常 规 荧光 光源 所 激发 ,但 波谱 有 较 大 偏 移 ( 激 发 波长 为 345nm， 
而 发 射 波 长 为 460nm), 故 适合 于 多 重 染 色 ; 

(7) 5-A AR H BrdU) 5 DNA 结合 ,可 使 Hoechst Ret WY KICK. Ait 
它 可 用 于 检测 BrdU 处 理 过 的 活 细 胞 的 增殖 状态 。 

目前 此 探 针 的 应 用 主要 有 : 

(1) DNA 的 定量 检测 ,只 是 细胞 增值 活性 良好 的 指示 剂 ; 

(2) 测定 细胞 数量 ,染色 体 分 型 ,多 参数 分 析 及 核 型 分 型 ; 

(3) 定量 PCR 扩 增 产物 的 量 ( 即 使 单 链 引 物 过 量 也 可 ); 

(4) 区 分 DNA 发 夹 构 型 中 的 平行 区 和 反 平 行 区 ; 

(5) 根据 判定 细胞 周期 而 把 细胞 群 分 类 :G 和 GM WK; 

(6) 在 活体 内 判断 此 探 针 附近 有 无 血管 : 探 针 进入 血管 内 ,靠近 血管 的 细胞 比 远 
离 此 血管 的 细胞 染色 深 ; 

(7) 追踪 观察 活体 鼠 卵 原核 变化 ,体内 淋巴 细胞 的 迁移 ,以 及 精子 与 卵子 的 结合 
AL ER 

(8) 检测 细胞 培养 有 无 支原体 的 污染 。 

(四 ) DAPI 荧光 探 针 

DAPI 荧光 探 针 最 早 由 Dann 及 其 同事 合成 。 它 与 双 链 DNA HRA JA 
向 于 AT 碱 基 结 合 , 也 可 插入 到 少 于 3 个 连续 AT 碱 基 对 的 DNA 序列 中 。 当 它 与 
DUE DNA 结合 时 ,荧光 强度 增强 20 倍 , 而 与 单 链 DNA 结合 无 荧光 的 增强 ( 它 与 硫 
酸 葡 萄 糖 ,SDS ,多 聚 磷酸 及 其 他 多 聚 阴 离子 结合 时 ,也 有 轻 度 的 菊 光 强度 增高 )。 它 
的 荣光 强度 比 Hoechst 低 , 但 光 稳 定性 强 于 Hoechst。DAPI 选 择 性 地 与 DNA 相 结 
合 , 其 特异 性 比 EB、PI 高 。DAPI 荣光 探 针 的 主要 应 用 有 : 

(1) 检测 溶液 中 的 单 链 DNA 分 子 及 单一 细胞 和 叶绿体 中 的 极 币 量 DNA 
(fg 极 ); 

(2) 检测 琼脂 上 凝 胶 电泳 中 的 双 链 DNA ,敏感 性 比 EB 高 ; 

(3) 检测 总 DNA, 4 DNA 和 叭 菌 体 DNA ,借以 判断 果 蝇 胚胎 发 育 阶 段 ,细胞 
核 型 分 型 DNA 的 倍 性 等 ; 

(4) 作为 原 位 杂交 的 荧光 复 染 剂 ; 

(5) 检测 细胞 培养 时 有 无 支原体 污染 。 

(五 ) 二 毛 乙 锭 荧光 染料 

二 和 氧 乙 锭 穿 透 和 人 细胞 胞 浆 内 ,与 DNA 结合 后 产生 蓝 色 荧光。 车 进入 的 活 细 胞 
能 使 二 氧 乙 锭 脱氧 氧化 为 乙 锭 , 则 乙 锭 可 插入 DNA 链 中 发 出 红色 荧光 。 其 应 用 有 : 

(1) 分 析 吞 哈 细 胞 的 呼吸 爆发 ; 

(2) 杀伤 细胞 或 靶 细 胞 的 定量 ; 
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(3) 检测 精子 的 活力 ; 

(4) 检测 发 现 多 重 耐 药性 瘤 细 胞 ; 

(5) 作为 一 种 氧化 还 原型 换 针 ,用 于 球状 体 和 鼠 和 肿瘤 中 缺 氧 细胞 的 定位 

(6) 监测 和 筛选 融合 的 杂交 瘤 细 胞 ; 

C7) 估 测 红细胞 内 寄生 虫 的 福 力 。 

(A) = Fh ARREA H | 

它 属 于 光 激 活 型 核酸 探 针 ,能 穿 透 细胞 膜 ,搬入 双 链 DNA 中 。 在 365nm 光照 


射 下 ,与 喀 呢 共 价 结合 。 其 应 用 有 :: 


(1) WRAK M TA ANAL DNA 结构 形态 ; 
(2) FR es BA WCET AE AH 2 DNA 的 修补 ; 
(3) PEA YE be JE GA ML A HL YE a TP EB CY o 


Z JEA E PE PR ERR ET 


(一 ) 省 化 乙 锭 (EB) 和 和 砚 化 丙 锭 (PD) 探 针 
这 两 种 探 针 不 能 透 过 活 细 胞 进入 细胞 内 ,它们 与 核酸 的 结合 特异 性 低 , 也 很 少 或 


无 碱 基 结合 的 偏向 性 ;PI 比 EB 水 溶性 强 ;EB-DNA 结合 物 的 荧光 激发 可 引起 EB 探 
针 的 光 漂 白 和 DNA 单 链 的 断裂 ;EB 能 与 单 链 、 双 链 和 三 链 DNA 结合 ,是 检测 DNA 
琼脂 凝 胶 电 泳 最 常用 的 荧光 探 针 。EB 和 PI 的 应 用 有 : 


(1) 监测 多 聚 核 小 体 的 分 子 柔 韧性 ; 

(2) 测定 PCR 产物 的 量 ， 

(3) 监测 血 中 有 无 细菌 的 存在 ; 

(4) 示 踪 脂 质 体 与 细胞 融合 情况 FS AE EB, 当 脂 质 体 与 细胞 或 DNA 融 


合 才 发 出 正常 的 荧光 ; 


(5) 检测 死亡 或 即将 死亡 的 细胞 的 数量 ，; 

(6) 了 解 细胞 内 染色 体 局 部 状况 .DNA 结构 及 膜 完整 性 ; 
(7) PI 还 可 作为 一 种 细胞 虹 变 示 踪 剂 。 

(=) PO-PRO,BO-PRO, YO-PRO 和 TO-PRO 荧光 探 针 


这 类 探 针 是 一 类 新 的 非 细 胞 透 性 核酸 菊 光 探 针 ,其 特点 及 应 用 有 : 

(1) 波谱 情况 独特 :未 与 核酸 结合 时 ,荧光 强度 接近 于 零 ; 

(2) 光 稳 定性 好 ; 

(3) SXR DNA 亲和力 很 高 ,但 也 能 与 单 链 DNA、RNA 结合 ,不 过 荧光 强度 


较 弱 ,用 于 死 细胞 DNA 定量 ; 


(4) 发 射 波 长 范围 窗 , 适 于 多 重 染 色 ; 
(5) AMPS DNA 结合 很 牢固 ,可 定量 检测 溶液 中 的 DNA; 
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(6) 不 进入 活 细胞 ,用 于 活 细胞 的 膜 完 整 性 研究。 

(=) 氨基 放 线 菌 素 -D(AAD) 荧光 探 针 

AAD 也 是 一 种 非 膜 透 性 荧光 探 针 , 它 能 选择 性 地 与 DNA 的 GC 碱 基 相 结 
并 插入 DNA 中 ,其 应 用 有 : 

(1) 与 DNA 结合 后 有 波谱 的 偏 移 , 发 射 波长 高 于 610nm, 用 于 多 重 染 色 ， 

(2) 用 于 区 分 细胞 处 于 细胞 周期 中 的 G A/G, 期 ; 

(3) 配合 固定 技术 和 致 细胞 通 透 技 术 , 可 同时 定量 ADD 结合 的 DNA 和 荧光 素 
抗体 结合 的 细胞 表面 抗原 。 

(四 ) 9-A #-6-A-2-F A E "Y C CACMA) X X 4t 

ACMA 能 选择 性 地 与 DNA 的 poly-(d(A-T)) 相 结合 ,并 插入 到 DNA 中 ,其 应 
用 有 : 

(1) 多 重 染 色 :; 大 多 数 光 源 均 可 激发 ; 

(2) PAAR: CER EA AT 富 集 区 有 较 强 的 荧光 ,使 其 成 为 特殊 的 染色 图 
形 及 “Q 带 ”; 

(3) 电位 测定 :ACMA 与 膜 结合 表现 为 光 依 赖 性 和 温度 依赖 性 , 且 可 与 叶绿体 
内 类 赛 体 膜 的 阴性 电荷 稳定 地 结合 ,所 以 可 测定 电位 ; 

(4) pH 值 跨 膜 变化 及 质子 易 位 活性 测定 ,因为 ACMA A BRIER, 

(五 ) POPO, BOBO 和 YOYO, TOTO 荧光 探 针 


它们 均 不 能 进入 细胞 内 ,是 一 种 新 型 超人 敏感 型 二 聚 体 核酸 荧光 探 针 ,它们 共同 特 
MA: | a 

C1) 高 度 敏 感 型 :如 TOTO-1 能 测 到 琼脂 凝 胶 中 4pg 的 双 链 / 单 链 DNA 条 带 ， 
且 不 影响 电泳 迁移 率 。 有 报道 称 YOYO-1 甚至 比 TOTO-1 还 要 敏感 ; 

(2) 与 DNA HBB AA WHE: 

(3) 有 抗 转化 效应 : 即 放置 一 段 时 间 后 ,它们 与 DNA 结合 后 复合 物 转化 为 非 标 
记 的 DNA 的 转化 率 低 。 如 当 未 标记 的 双 链 DNA 过 量 100 fF, TOTO-1/DNA mR 
物 在 其 中 放置 10h, 它 仅 有 15%~20% 转 化 为 非 标 记 DNA。 因 此 ， 抗 转化 效应 可 
用 于 凝 胶 中 同一 条 带 多 种 DNA 样品 的 检测 ; 

(4) 它们 的 荧光 波谱 特性 与 相应 的 单 体 波谱 相似 , 且 未 与 RNA/DNA 结合 前 ， 
都 不 发 荧光 。 目 前 ,通过 改变 其 花 氰 单 体 上 的 芳香 环 及 碳 原子 数量 ,可 合成 一 系列 超 
敏 探 针 ,这 一 系列 探 针 仅 有 激发 光谱 和 发 射 光 谱 的 改变 ,而 无 其 他 特性 的 改变 。 如 
YOYO-1 491/509 探 针 即 有 一 个 碳 原 子 , 激 发 波长 和 发 射 波 长 分 别 为 491nm 和 
509nm, 

(六 ) LERAM -LR RER KR G 

Eis A RE ET RE A WN, Z Be LR A MY E-A LRS 
DNA 结合 后 ,荧光 强度 增强 了 30 倍 以 上 。 它 们 的 特点 和 用 途 如 下 : 
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(1) E EB 结合 DNA 的 亲和力 高 ,因而 敏感 性 高 ,如 Ethd-1 可 检测 到 聚 丙 酰 胺 
HRE 30pg 的 DNA( 配 合共 聚焦 荧光 扫描 仪 ); 

(2) 对 DNA 碱 基 对 的 结合 有 偏向 性 ,偏向 于 插入 双 链 DNA 链 中 的 AT 碱 基 对 
中 ,因此 配合 比例 成 像 技 术 ,可 用 来 测定 固定 的 单个 细胞 染色 体 中 AT 碱 基 的 含量 ; 

(3) 鉴定 死亡 细胞 ,它们 不 透 过 活 细胞 的 膜 ,但 可 透 过 死 细胞 膜 。 

CE) PE RAR IR Gt 

它 不 能 穿 透 细胞 膜 ,与 核酸 的 AT 富 集 区 有 极 局 亲和力 ,但 只 有 4 个 连续 ATR 
基 对 存在 时 ,才能 结合 并 发 出 蓝 绿色 荧光 ,上 且 荧光 的 强度 与 AT 碱 基 对 含量 的 4 次 方 
成 正比 。 它 用 于 鉴定 连续 AT MEMS. 

( 八 ) -RALE LBA LR I-E R R 

它们 不 能 透 过 活 细 胞 膜 , 均 需要 在 光 分 解 后 ,才能 与 核酸 共 价 结合 , 故 又 属于 光 . 
激活 性 核酸 荧光 探 针 ,其 应 用 有 : 

(1) 示 踪 DNA 上 药物 的 结合 位 点 ; 

(2) mE DNA/RNA 上 的 乙 锭 结合 位 点 ; 

(3) 测定 造血 细胞 表 型 .功能 及 在 细胞 周期 中 所 处 的 位 置 ; 

(4) 修饰 质粒 DNA; 

(5) 使 酵母 发 生 线 粒 体 突变 ; 

(6) 测定 缓慢 的 再 定向 运动 : 秋 氮 乙 锭 标记 的 DNA 有 光 漂 白 性 ; 

(7) 鉴定 死 细胞 ,如 一 登 氮 乙 逛 用 于 活 细 胞 和 和 死 细 胞 的 区 分 。 

根据 荧光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 常用 核酸 荧光 探 针 , 如 表 4-7 所 示 。 


表 4-7 常用 的 核酸 荧光 探 针 
激发 波长 发 射 波长 


探 针 名 称 生物 学 应 用 
(nm) (nm) 
9-amino-6-chloro-2-methoxy acridine 439 474 DNA, 3 E Q R, ATR H 
DNA 
~ Acridine ethidium heterodimer 492 627 富 含 AT-DNA 和 总 DNA 
Acridine orange 490 530,640 区 分 和 测量 单 、 双 链 核酸 ( 播 人 双 
| i 链 核酸 和 磷酸 基 团结 合 ) 
Acriflavine Feulgen 455 515 DNA 
Adriamycin 480 595 HA GC- 特 异 DNA, 染色 体 D 
带 ,Y RAK. HR 
7-Amino AMD D00 655 HA GC- DNA 
Auramine O-Feulgen 460 470 DNA 
BAO-Feulgen 380 470 DNA 
` Bis-ANS 385 500 ”抑制 RNA RAE 


Carminomycin 470 550 +7, 34 
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续 表 








探 针 名 称 KERK RHEE 生物 学 应 用 
nm) (nm) 
Chromomycin A3 450 570 ”GC 特异 DNA PHBE R 
DAMA 467 549,617 RNA Ñi DNA 
DAPI 372 456 AT- F 双 链 DNA, % fik Q 
带 , 区 分 酵母 线粒体 和 核 DNA, 
细胞 中 病毒 和 菌 质 ,DNA 感染 
Daunomycin 475 550 DNA, 48 mik Q HY Ye fia 
Dihydroethidium 370,525 420,605 DNA( 在 活 细 胞 中 被 氧化 成 省 化 
ZBE) 
DIOC, (3) 482 510 核酸 
DIPI 355 - 450 ”AT- 特 异 DNA, 染 色 体 Q 带 
Ellipticine 450 525 RNA 和 DPDNA( 插 入 双 链 核酸 ) 
Ethidium bromide 545 610 RNA 和 DNA (C A E € AH H 
双 链 核酸 ) 活 性 分 析 
Ethidium monozide 510 600 RNA 和 DNA( 播 人 双 链 核酸 ) 活 
性 分 析 
Hoechst 33258 365 465 OATS DNA (IS AN MI AI IE SE A 
胞 ) ,染色 体 Q 带 ,DNA 合成 ,5- 
BrdU 结合 到 DNA ERKAK 
测 ,细胞 中 病毒 和 菌 质 DNA 感染 
Hoechst 33342 355 465 ”AT- 特 异 DNA( 活 细胞 和 固定 细 
Rel) ,可 以 很 快 从 某 些 细胞 中 流出 
而 防止 和 DNA 的 结合 
Hydroxystilbamidine 360 450,600 AT- R DNA (H HME) Al 
| | | RNA( 只 有 450mm AA MAT IL) 
Mithramycin 395 570 ”GC- 选 择 性 DNA, 抗 瘤 抗生素 
Nogalomycin | | 480 560 DNA, Stim 
Oxazine750 690 699 DNAC HARRIE) 
Proflavine 455 515 核酸 ,AT- 特 蜡 DNA 
Propodium iodide 530 615 RNA 和 DNA( 插 入 双 链 核酸 ) 
Pyronin Y 540 570 活性 分 析 
Quinacrine dihydrochloride 436 525 RNA 
Quinacrine mustard 385 525 AT- 特 异 DNA, Haik o#,Y 
| | 染色 体 


Rhodamine 700 | 659 669 染色 体 
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续 表 
(nm) (nm) 

Rhodamine 800 | 700 715 AT-# F DNA, 48 f 1K Q HP 
Rubidazone 480 560 DNA CFA A al ht KR) 
RuDIP (tris-€4, 7-dephenyl phenanth- 543 480 DNAC HH Rat HOt BRR) 
roline) ruthenium) HEIA 
Thiazole orange 509 533 金属 络 事物 ,识别 DNA 
Meso-tetra(4-NOmethylpyridy!) 436 655 核酸 
Porphine | 核酸 
4,5 ,8-trimethylpsoralin 338 420 DNA 
True Blue 373 404 ”插入 双 链 DNA 在 紫外 照射 下 共 

(it E He FI AR RE E 

AT- 特 异 DNA 
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一 .Dl 和 DS 多 巴 胺 受 体 荧光 探 针 


目前 已 知 有 5 种 多 巴 胺 (D1 一 D5) 的 受 体 ,其 中 D1 受 体 与 腺 苷 酸 环 化 酶 的 激活 
有 关 , 而 D2 受 体 与 腺 苷 酸 环 化 酶 的 抑制 有 关 。 目 前 , 应 用 D1 特异 性 持 抗 物 
SCH23390 及 D2 捕 抗 物 NAPS 或 D2 选择 性 持 抗 剂 PPTH 标记 上 荧光 基因 ,所 制 
成 的 探 针 具有 高 度 特异 性 和 亲 和 性 ,可 定位 不 同 细胞 的 受 体 释 型。 由 于 它们 有 一 系 
列 的 最 大 荧光 发 射 波长 值 , 故 在 单一 神经 元 上 可 同时 标记 多 种 探 针 , 用 于 多 巴 胺 受 体 
亚 型 的 分 类 与 区 分 。 


= KA RAF SIC EGF) Be GRE 


RREKAFTE—-AOFEH 6 045D HS 53 个 氨基 酸 的 多 肽 激素 , 它 可 促进 
表 反 及 其 多 种 细胞 的 分 裂 。 当 它 的 N- 未 端 氨基 酸 标记 上 生物 素 -XX BHR. 
4&3 Ft HA. BODIPY 时 ,所 制 成 的 荧光 探 针 可 应 用 于 跟踪 EGF 受 体 的 内 吞 作用 计 便 
加 运动 。 此 外 ,生物 素 标记 的 EGF 探 针 也 用 于 EGF 后 抗 物 的 测定 .。 
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= HARZ ARKH E 


甘氨酸 是 哺乳 动物 中 枢 神 经 组 织 中 的 一 种 主要 的 抑制 性 神经 递 质 。 当 其 爱 体 的 
拓 抗 物 士 的 于 标记 上 NBD 或 BODIPY 时 ,所 制备 的 探 针 即 可 用 于 观察 神经 元 上 的 
甘氨酸 受 体 局 部 分 布 情况 以 及 侧 向 运动 。 


四 .组织 胺 受 体 探 


组 织 胺 标记 上 荧光 素 后 , 即 可 借助 于 荧光 显微镜 、 激 光 扫 描 共聚 焦 显 微 镜 来 观察 
细胞 表面 组 织 胺 受 体 的 分 布 及 生理 生化 状况 。 
根据 区 光 探 针 的 性 质 及 应 用 范围 列 出 的 其 他 常用 荧光 探 针 , 如 表 4-8 所 示 。 


表 4-8 其 他 常用 荧光 探 针 





探 针 名 称 BARK RANEK 生物 学 应 用 
(nm) (nm) 
1. 免疫 细胞 化 学 区 光 团 ,结合 物 和 外 源 凝 集 素 

Allophycocyanin( AP) 620 660 

Allophycocyanin cross-linked( AP-XL) 650 66 

AMCA(7-amino-4-methylcoumarin-3- Acetic 350 450 

acid) 

Bodipy( borondipyromethene difluoride dye) 505 515 

CT-120(coumarin 120 thiolactone) 345 410 

CT-339( coumarin 339 thiolactone) 350 420 

Coumarin 138 | 365 460 fe hb EG Sk E ` 多 糖 

Dansy] chloride | 340 578 BY AS Be N 

2,7-Dichlorofluorescein. 513 532 

4 ,5'-Dimethylfluoredcein | 510 535 

5-DTAF (€5-( 4, 6-dichlorotriaziny! ) amin- 495 530 

ofluorescein) 

Eosin-5-tsothiocyanate - | | 524 548 

Erythrosin-5-isothiocyanate 535 558 

FTIC Cfluorescein-5-isothiocyanate) 490 520 各 种 蛋 Fy Joe . tk Be, 

Fluorescein anhydride(FA) 490 520 的 示 足 剂 

3-HFT(3-hydroxyflavone thiolactone) 350 415 


‘Lueifer yellow CH > | : 425 530° 








IN 
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续 表 
探 针 名 称 激发 波长 发 射 波长 生物 学 应 用 
(nm) (nm) 
N-Methylanthranyloy! 350 440 
NBD(nitrobenzoxadiazole) 468 520 
Phycocyanin( PC) 620 650 
Phycoerythrin B(PE-B) 945 576 
Phycoerythrin R(PE-R) 495,545 576 E ETO ee 
Princeton red anhydride(PRA) 490 580 
RITCChodamine B isothiocyanate) 570 595 
TRITC( tetramethylrhodamine-5-isothiocya- 541 972 
nate) 
XL-Allophycocyanin(XL-AP) 620 660 
XRITC(tetra-N-cyclopropy|-thodamine 578 604 
Isothiocyanate) 
. 重 日 质 探 针 

Acridine orange 490 530 FA TCA RR EH OR 

性 基 团 
Ammonium 7-fluoro-2-oxal,2-diazole-4- sul- 380 515 Pit, He 
phonate 
ANS(8-anilino-1-Naphthalenesulphonic 385 485 EAEKO 
acid) 
Anthracene-9-carboxaldehyde-carbohydra- 393 456 EER 
zone 
Bis-ANS(1,1'-Bi(4-anilino) 385 500 ”蛋白质 
naphthalene -5， 5'-disylphonic acid) 420 520 DNA 提取 后 pH 8 0 #4 

日 »pH 2. 8 TEK 
Brilliant sulphoflavine 385 一 390 465 3, 3: (-SH) 
CPM(N-(4,7-dimethylamino-4- methyl- 430 OY St BE Et 
coumarin-3-yl) maleimide) . 
DAB-ITC(4-N, N-dimethylamino- ”335 500 组 蛋白 和 精 蛋 折 
ben- zene-4 -isothiocyanate) 
Dansy! chloride(5-dimethylamino-1- 522 551 ”pH 10.0 或 更 高 时 组 和 蛋白 
naph-thalene-sulphonyl chloride) 520 组 白质 
Eosin 490 510 WE 3 FR ET 
FITC(fluorescein-5~isothiocyanate) =- 410 460 a i 42 i E a M A RS 


Fluoral-P(4-amino-3-pentene-2-one) __ 380 产生 荧光 络 合 物 ) 








CaS 


Se ”常用 的 荧光 染料 ( 探 针 ) 


探 针 名 称 


Fluorescamine 

FDA (fluorescein diacetate) 
Fluorescein mercuric acetate 
Foamaldehyde-induced monoamine 
Fluorophores 

9-Hydrazine acridine 

“Long name”(stilbene disulphonate 
acid derivative) 


Mercury orange ( 4-chloro-mercuryheny!l- 
zao-2-naphthol) 


MUA(4-methylumbelliferone acetate) 
OPT (o-phthaldehyde) 

Primuline 

RITC(thodamine B-isothiocyanate) 
Salicoyl hydrazine 


SBD-Cl ( 4-chrolo-7-sulphobenzo-furan, am- 
monium salt) 


Sulphorhodamine 101 


XRITC(tetra-N-cyclopropyl-Rhodamine iso- 
thiocyanate) 


.细胞 活性 探 针 


Acridine orange 


Calcein AM 
Calcofluor white M2R 


5(6)-carbocyfluorescein diacetate 


Chrysophyosphine 2G 


Dihydroethidium 


激发 波长 发 射 波 长 
(nm) (nm) 
490 520 

B Y 


420 900 
350 460 
B Y 


450 ~ 490 600 


430 540 
UV B 
365 459 
570 599 
320 400 
380 510 
976 602 
578 504 


490 9305640 


499 620 
UV B 
499 920 
435 515 


370,535 420,585 
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Aa Ae 
E it BY Sit Het 
生源 一 元 胺 


醛 基 探 针 
RAM 
A a HS Bt A 


A H HK GEk A AD., BA 
Mi Sit FE 


酯 酶 

pH7~9 多 元 胺 
蛋白 质 

和 蛋白质 

醛 基 探 针 

Shi, 


A 
A 


活 细 胞 中 为 绿色 单 体 ; 死 细 
胞 中 为 红色 侣 合体 


活体 探 针 
染色 动物 细胞 , 活 植物 细胞 壁 


细胞 活体 探 针 (基于 胞 内 羟 
HE DE HER HF ED 


TE BRR ET (SB DL AY BE AED 


氧化 成 涡 化 乙 狂 ,在 活 细 胞 中 
使 核发 红 光 ,细胞 质 呈 蓝 色 
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续 表 
MARK EMEK we 
探 针 名 称 REK RN 生物 学 应 用 
Dihydrorhodamine 123 320 - 氧化 成 罗丹 明 123, 可 染 线 粒 体 
Ethidium monoazide 460 600 死 细胞 探 针 ,固定 细胞 
FDA(Cfuorescein diacetate) 490 520 细胞 活力 探 针 (可 与 Pl 结合 
使 用 ) 
Fluorescein 490 520 通过 测量 获 光 的 各 回 异 性 ， 
检测 和 绰 昌 质 结 全 染料 的 奖 光 
去 极 化 
Fluorescein digalactoside 490 520 REL BANSHEE 
FluoroBora T 470 290 活体 擦 针 
PI 470 615 RRA Hil fh AY JE A 
Pyronin Y 540 570 活体 探 针 (线粒体 ) 
Rhodamine 123 510 534 活体 探 针 (线粒体 ) 在 癌 细 胞 
和 精子 中 聚集 ,区 分 周期 细 
胞 和 非 周 期 细胞 
4-acetamido-4-isothiocyanatostil- 350 420 MRH 
bene-2,2 -disulphonic acid 
Vita blue dibutyrate-14 524 570 活体 探 针 


注 : 表 中 激发 波长 和 发 射 波长 栏 中 :B 代表 蓝 色 光 ,UV 代表 紫外 光 ,Y 代表 黄色 光 





第 五 章 ”活体 获 光 材料 一 一 绿色 严 光 
蛋白 (GFP) 及 其 衍生 物 


近年 来 广泛 应 用 的 绿色 羡 光 蛋白 (green fluorescent protein,GFP) 能 够 自发 地 
发 出 荧光 , 它 是 第 一 个 由 生命 自我 复制 .表达 ,并 能 按照 设计 “自动 ”标记 和 靶 和 蛋白 的 特 
FFE TIGER ET 

os (6, 56 96 EA CGFP) et OK EE (aequoria victoria) 体 内 的 一 种 发 光 和 蛋白 。 
最 早 是 从 华 辟 顿 维多利亚 水 母体 内 殉 隆 得 到 的 。GFP BARRA ARH RK 
光 基 团 AAPA BHA RASHES. 

Fe UE SLAF AE oe BE GFP 已 成 为 跟踪 活 组 织 或 活 细 胞 内 基因 表达 友和 恒 
日 质 定 位 标记 物 , 这 一 方法 已 日 益 成 缉 , 成 为 基因 转录 调控 \ 时 相 表 达 、 集 日 质 定位 、 
转基因 动物 、 细 胞 骨架 等 研究 的 有 效 手 段 。GFP 在 组 织 中 表达 产生 内 在 的 欧 光 ,从 
而 可 以 标记 一 些 正 常 的 细胞 学 过 程 ,再 依 助 一 些 高 分 辨 率 的 显 微 奖 光 光 学 仪 姓 就 可 
以 监控 这 些 动态 过 程 。 


— RR BK ICE A 


1962 年 普林斯顿 大 学 的 科学 家 Osamu Shimomura 和 Frank Johnson 到 华威 顿 
州 做 海洋 生物 取样 调查 ,收集 了 不 少 太平 洋 水 母 的 样本 ,他 们 试图 了 解 海中 多 管 水 母 
为 何 具 有 发 出 生物 荣光 (bioluminescence) 的 特性 。 在 随后 的 研究 中 ,他 们 发 现 水 母 
之 所 以 发 出 生物 荧光 ,与 一 个 名 为 Aequorin 的 重 白 有 关 。 由 于 水 母 整体 发 光 及 提取 
的 Aequorin 蛋白 颗粒 都 是 呈现 绿色 , 故 将 这 种 重 折 命名 为 绿色 严 光 电 日 。 后 来 在 纯 
化 Aequorin 和 蛋白 的 过 程 中 ,他 们 又 发 现 了 一 个 在 Aequorin 蛋白 周围 的 特别 蛋白 质 
(companion protein) ,这 种 蛋白 质 在 紫外 光 (UV) 的 照射 下 ,会 发 出 高 强度 获 光 绿 , 他 
们 就 依照 这 个 特性 EE 1 — FPR AREKE A BY GFP. 

GFP 的 独特 之 处 在 于 它 的 受 激 发 无 种 属 特异 性 ,产生 荧光 无 需 底 物 或 辅助 因 
子 , 并 且 与 GFP 融合 表达 的 蛋白 质 在 细胞 内 仍 能 发 挥 正常 功能 。 

现 已 证 实 ,GFP 是 生物 发 光 过 程 中 能 量 转移 的 最 后 受 体 , 可 接受 来 自动 物体 内 
荧光 素 酶 -氧化 荧光 素 激 发 态 复 合 物 或 转移 钉 依 赖 光 重 捍 释放 的 能 量 , 从 而 发 出 绿色 
RI. 

随 着 分 子 生 物 学 的 发 展 , 剪 切 DNA 片段 的 技术 成 为 生命 科学 人 饶 客 的 主要 手段 
之 一 。 在 GFP 被 发 现 后 的 30 年 后 ,1992 年 Prasher 等 人 就 是 利用 生物 科技 成 功 剪 
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切 出 一 段 神奇 的 基因 体 cDNA 序列 ,该 cDNA 序列 就 是 如 何 表达 出 水 母 Aequorea 
victoria 体内 的 荧光 绿 蛋 白质 GFP 的 关键 。 而 两 年 后 的 1994 年 ,其 他 研究 者 发 现 ， 


”在 其 他 生物 体内 表达 的 GFP 不 需要 Aequorin 蛋白 或 其 他 水 母体 内 的 要 素 相伴 ,也 





一 样 可 以 发 出 荧光 绿 。 他 们 证 明了 在 大 肠 杆菌 (EE. coli) R H C. elegans) 体 内 被 表 
达 的 GFP 在 异 于 水 母体 内 环境 下 ,也 可 使 大 肠 杆 菌 或 线虫 在 UV 照射 下 发 出 “ 绿 
光 ”。 顿 时 ,GFP 名 声 大 品 , 于 是 这 段 GFP 的 cDNA 序列 便 经 常 被 应 用 到 研究 标记 
基因 表达 的 追踪 上 ,在 分 子 生 物 学 的 研究 中 大 放 “ 绿 光 ”，。 


二 ,绿色 荧光 蛋白 的 结构 


绿色 荧光 和 蛋白 GFP 是 酸性 , 呈 球 状 , 分 子 量 为 27k~30kDa, £ 238 个 氨基 酸 的 
单 体 。 来 自 不 同 的 动物 体内 的 荧光 蛋白 的 结构 ,性质 不 尽 相 同 。 目 前 研究 的 较为 深 
入 的 是 来 自 多 管 水 母 科 (aequoria) 和 海 紫 罗兰 科 (renilla) 的 绿色 荣光 蛋白, 即 
Aequoria GFP 和 Renilla GFP。 两 种 GFP 有 不 同 的 激发 光谱 , Aequoria GFP 在 
395nm 具有 最 高 光 吸 收 峰 , 肩 峰 为 473nm;Renilla GFP 在 498nm 具有 强烈 光 了 吸收 ， 
肩 峰 为 470nm。 两 种 GFP 发 射 光谱 基本 相同 (XAmax 二 508 一 509nm)。 这 说 明 两 种 
蛋白 质 含 有 相同 的 生 色 团 。 

1996 年 , Yang 和 Ormo 两 个 研究 小 组 分 别 独自 发 表 有 关 绿 色 荣 光 和 蛋白 GFP w 
体 结构 的 成 果 , 进 一 步 揭 开 “ 绿 光 ” 的 秘密 。 原 来 GFP 像 是 一 个 灯笼 ,有 一 个 阅 桶 的 
外 党 ,保护 中 心 发 光 的 荧光 绿 光 芯 。 所 有 的 GFP 都 有 一 个 由 三 条 氨基 酸 链 组 成 的 内 
在 区 光 基 团 。 从 结构 上 来 看 ,GFP 的 折 春 方式 非常 特殊 ,11 条 8 桶 状 结构 (8B-barrel) 
绕 成 一 个 圆柱 体 ,一 条 a 螺旋 (a-helix) 缠 绕 在 圆柱 体 的 轴 位 置 , 生 色 团 附 在 a 螺旋 
上 , 包 埋 于 中 心 。 由 于 GFP 具有 独特 的 B 饶 结构 ,因此 , 它 表 现 了 以 下 独特 的 特性 : 

(1) 性 质 稳定 ,不 易 变性 ; 

(2) 生 色 团 的 光谱 特性 与 它 的 包 埋 方式 相关 ; 

(3) 由 于 GFP 的 8 饶 表 面 两 端 结构 有 一 定 的 柔性 ,因此 GFP 的 独特 三 维 结构 
不 会 被 融合 蛋白 破坏 。 绿 色 菊 光 和 蛋白 能 与 多 种 蛋白 质 的 N 末端 或 C 末端 融合 ,而 不 
失去 天 然 蛋 白质 的 特性 。 

GFP 的 生 色 团 是 GFP 发 出 荧光 的 物质 基础 。GFP 的 生 色 团 位 于 氨基 酸 序列 
64~69 位 的 六 肽 内 。 一 般 来 说 ,蛋白 质 狂 如 一 个 由 20 种 不 同 花 色 的 珠子 串 成 的 结 
构 。 每 一 个 珠子 ( 即 蛋 白质 的 基本 单位 一 一 氨基 酸 ) 的 特性 不 同 , 在 三 维 空间 或 化 学 
环境 中 的 互动 影响 中 蛋白 质 最 终 被 折 壮 成 型 。GFP 的 第 65 .66 .67 个 氨基 酸 分 别 是 
丝氨酸 、 脱 氢 酷 氨 酸 .甘氨酸 (serine-tyrosine-glycine) ,是 三 个 关键 性 珠子 ,它们 通过 
共 价 键 形成 的 对 羟 茶 甲 基 咪 唑 环 酮 是 一 个 独特 的 .相当 稳定 的 环 状 三 肽 结构 (如 图 
5-1 Aran) ,是 构成 GFP 生 色 团 的 核心 。 生 色 团 不 偏 不 倚 地 落 在 被 保护 的 a-Helix 的 
中 间 , 也 就 是 说 它们 和 位 于 整个 绿色 荧光 蛋白 质 GFP 灯 笔 内 的 中 心 位 置 。 这 与 灯笼 中 
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的 光源 大 多 放 在 灯罩 正中 央 , 才 能 最 有 效 地 进行 照明 的 道理 是 一 样 的 。 
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5-1 GFP 中 环 状 三 肽 结构 和 附近 序列 
目前 ,GFP 生 色 团 的 形成 机 制 尚 不 清楚 ,有 推测 认为 其 必须 经 过 氧化 脱氧 步骤 。 


= REREAD NR RR, 


(一 ) 特性 

1. GFP 的 光谱 特性 

GFP ME UV 激发 下 才 会 发 出 绿色 荧光 ,其 最 大 激发 波长 在 460 一 490nm 
之 间 。 

GFP 具有 相当 明亮 和 稳定 的 发 光 
基 团 ,能 够 在 用 单纯 的 分 子 生 物 学 方法 
的 结合 下 发 出 强烈 的 可 见 荣光 。GFP 
吸收 光 的 波长 ( 即 激 发 光波 长 ) 最 高 峰 
值 在 479nm 处 。 当 激发 波长 为 479nm 
时 ,其 绿色 荧光 发 射 光 波谱 为 500 ~ 
550nm, 其 中 最 高 峰值 在 509nm 处 ,如 波长 (nm) 
图 5-2 Bras. Æ 540nm 处 伴随 一 小 峰 。 350 400 450 500 550 600 650 
因此 ,内 源 性 奖 光 基 团 在 受到 紫外 光 或 图 S-2 GFP 的 激发 光谱 和 发 射 光谱 
蓝光 激发 时 , 均 可 发 出 绿色 荣光。 其 荧 | 
JETER — RRA BE MED PRR AE KAR. KREME H 
依赖 性 ,操作 简单 方便 。 可 观察 基因 对 转 染 细胞 的 形态 功能、 细胞 周期 等 的 影响 。 

2. GFP 的 分 子 量 小 

GFP 大 约 20kDa, 其 融合 蛋白 不 影响 结合 蛋白 的 生物 学 功能 , 转 染 的 细胞 可 继 
续 传 代 。 据 此 ,GFP 基因 可 用 作 一 种 直观 .方便 和 有 效 的 报告 基因 。 由 于 GFP 是 由 
一 小 段 DNA 序列 所 编码 ,因此 易于 操作 和 构建 各 种 各 样 的 融合 体 ,甚至 于 更 小 的 
GFP 多 肽 片段 仍 能 保持 活性 。 目 前 ,将 GFP 与 细胞 内 的 特定 蛋白 构建 成 融合 蛋白 
基因 , 当 融 合 蛋 白 在 细胞 中 表达 时 ,使 特定 蛋白 得 到 荧光 标记 。GFP 在 任何 活 细胞 
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中 (原核 / 真 核 细胞 及 病原 菌 ) 都 表达 ,因而 ,作为 活 细 胞 的 分 子 探 针 ,GFP 连接 上 目 
的 基因 后 转 染 细胞 ,使 用 荧光 显微镜 .激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 等 仪器 便 可 观察 分 析 目 
的 基因 的 生物 学 功能 与 特性 。 

随 着 对 基因 表达 调控 、 和 蛋 昌 质 在 活 细胞 中 自然 状态 下 变化 的 深入 人 研究 ,人 们 对 报 
告 基 因 的 要 求 越 来 越 高 ,GFP 的 发 现 及 在 研究 中 的 应 用 ,不 仅 满 足 了 这 一 迫切 需要 ， 
而 且 彻 语 改 变 了 过 去 的 研究 方法 。GFP 定位 与 免疫 组 化 技术 定位 是 目前 广泛 应 用 
的 重 日 质 定 位 方法 ,但 GFP 定位 比 免 疫 组 化 技术 定位 具有 更 多 的 优点 。 人 免疫 组 化 
步骤 繁 来 ,检测 的 是 固定 后 死 细 胞 内 的 情况 ,尤其 易 受 抗体 质量 的 影响 ,车 用 免疫 组 
化 方法 定位 新 的 基因 ,首先 必须 获得 基因 编码 蛋白 的 抗体 ,通常 采用 细菌 表达 方法 表 
达 纯 化 该 基因 的 编码 借 日 ,或 者 选择 合适 序列 合成 多 肽 ,然后 制备 抗体 ,但 表达 纯化 
蛋白 质 及 如 何 选择 合适 序列 合成 多 肽 本 身 就 是 一 个 难题 ,上 且 抗 体制 备 周期 长 ,纯化 困 
难 , 多 肽 多 阳性 信号 干扰 强 ,常常 难以 达到 理想 的 效果 。 绿 色 荧 光 和 蛋白 作为 体内 直接 
观察 重 日 质 分 布 情 况 ,同时 可 监测 两 个 或 多 个 基因 转录 变化 的 具体 发 生 时 间 。 

在 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 定 位 、 定 量 监 测 细胞 的 GFP 研究 中 ,还 往往 辅助 以 其 
他 荧光 探 针 , 即 进 行 双 探 针 标记 或 多 探 针 标记 ,以 定位 出 细胞 核 、 细 胞 浆 、 细 胞 器 及 染 
色 体 等 。 这 时 ,应 注意 防止 各 荧光 探 针 之 间 的 光谱 交叉 的 干扰 。 例 如 ,在 用 DAPI 
与 GFP 双 标 记 的 细胞 中 ,用 35l1nm、364nm 紫外 光 激 发 时 ,DAPI 的 荧光 会 干扰 
GFP 的 绿色 奖 光 。 这 种 情况 下 排除 千 扰 的 方法 参见 本 书 第 二 章 第 五 节 的 介绍 

(=) GFP 的 优点 


C1) GFP 是 一 种 可 溶性 重 晶 ,性质 稳定 ,高 温 处 理 、 甲 醛 固 定 .石蜡 包 埋 、 酸 、 碱 
等 对 荧光 性 质 无 明显 影响 。 稳 定 纯化 的 GFP 蛋白 能 在 65C ,pH 值 11,1% 的 SDS 
和 大 部 分 的 蛋白 酶 的 环境 中 保持 荧光 性 数 小 时 。 

(2) 荧光 基 团 能 够 利用 普通 的 分 子 生物 学 工具 简单 加 工 到 各 种 蛋白 质 的 序列 
上 ,进而 在 各 种 难于 甚至 不 能 进行 显 微 注射 的 细胞 类 型 和 组 织 范围 内 表达 荣光 ,荧光 
基 团 相当 明亮 。 

(3) 荧光 的 表达 不 需要 花费 固定 的 时 间 ,也 无 需 组 织 加 工 的 步骤 。 

C4) 由 于 不 存在 免疫 试剂 的 部 分 或 不 完全 进入 的 问题 ,GFP 比 免疫 细胞 化 学 方 
法 可 靠 得 多 。 E 

(5) 由 于 GFP 及 其 多 种 突变 体 具有 不 同 的 光谱 ,因此 可 以 对 蛋白 质 进行 共 标 
记 , 并 能 对 多 重 转 基因 细胞 进行 快速 地 分 辨 。 

(6) 表达 GFP 融合 物 的 细胞 能 够 在 生活 状态 进行 实验 和 检测 。GFP 作为 报告 
基因 与 目的 基因 融合 后 对 目的 基因 的 结构 和 功能 无 影响 ,大量 表达 对 细胞 也 无 毒性 ， 
在 细胞 内 仍 能 发 挥 正常 的 功能 ,细胞 仍 可 连续 传代 培养 ,可 对 活 细胞 进行 实时 定位 观 
察 , 这 常 被 用 于 研究 细胞 内 蛋白 质 的 转运 .相互 作用 及 其 他 一 些 动态 变化 ,这 是 普通 
的 荧光 染色 或 免疫 荧光 所 无 法 做 到 的 。 

鉴于 以 上 的 各 种 特点 ,GFP 就 成 了 一 个 极 好 的 体内 原 位 可 检测 蛋白 质 -蛋白 质 
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间 相 互 作用 的 报告 分 子 ,是 非常 优秀 的 实验 标记 物 , 它 能 够 同 多 种 分 子 生物 学 实验 技 
术 相 结合 ,具有 广泛 的 应 用 价值 。 


四 、 严 光 重 日 的 新 进展 


自从 发 现 GFP 后 ,人 们 继续 寻找 新 的 荧光 蛋白 。 为 获取 光谱 不 同 的 荧光 蛋白 
的 基于 GFP 的 突变 研究 也 是 近年 来 的 研究 热点 之 一 。 

(1) DsRed :和 是 在 Discosoma 珊瑚 礁 中 发 现 的 橙 红 色 荧 光 有 蛋白 ,其 第 二 激发 光谱 
吸收 峰 在 553nm 处 ,恰好 超过 叶绿素 b 的 激发 光谱 吸收 峰 ， 克服 了 GFP 的 缺陷 。 
DsRed 对 植物 生长 发 育 无 负面 影响 。 

(2) 我 国 研究 人 员 在 “863 计划 ”资助 下 ,首先 从 厦门 水 域 大 型 多 管 水 母 中 获得 
了 新 的 GFP 基因 和 发 光 和 蛋白 基因 ,这 是 国际 上 除 最 早报 道 的 维多利亚 水 母 的 GEP 
基因 外 的 第 二 种 水 母 野 生 型 GFP 基因 ,其 在 基因 组 结构 上 与 原型 序列 有 很 大 差别 ， 
ABW TEA 80% (已 报道 的 其 他 4 株 野 生 型 GFP 的 氨基 酸 同 源 性 在 98% 左 
A) 而 二 者 的 获 光 光谱 较为 相近 ,从 而 为 新 型 GFP 的 突变 筛选 提供 了 新 的 材料 。 
在 厦门 GFP 基因 基础 上 通过 盒 式 突 变 `.DNA shuffling 等 方式 ,从 近 6000 TRF E 
隆 中 筛选 到 了 5 株 新 GFP 突变 型 ,其 中 一 株 的 发 射 光 谱 接 近 于 橙色 ,这 一 颜色 的 荧 
光 蛋 白 迄 今 仍 未 见 有 报道 。 

该 研究 还 利用 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 变 异体 间 的 荧光 共振 能 量 转移 (FRET) 现 
象 , 筛 选 出 合适 的 能 量 供 . 受 体 对 ,首先 证 实 了 抗体 可 介 导 GFP 间 的 FRET WR. 
将 配 体 与 供 体 分 别 与 同一 段 艾 滋 病 抗原 嵌 合 表达 ,获得 同时 具有 抗原 活性 和 荧光 特 
性 的 双 功 能 抗原 ,利用 这 对 抗原 对 艾滋 病毒 抗体 阳性 血清 进行 检测 ,结果 表明 体系 中 
FRET 的 强 弱 与 抗体 滴 度 呈 线 性 关系 ,从 而 初步 建立 了 一 种 新 型 均 相 荧光 免疫 检测 
系统 ,具有 简便 .快捷 、 易 于 自动 化 的 明显 优点 。 

该 研究 获得 了 具有 自主 知识 产权 的 多 种 GFP 基因 ， 其 中 几 个 基因 较 国外 现 有 
同类 基因 具有 更 加 广泛 的 适用 性 ,从 而 为 今后 广泛 深入 开发 利用 这 一 革命 性 标记 分 
子 莫 定 了 坚实 基础 。 已 经 初步 建立 的 基于 GFP 的 能 量 传递 的 均 相 荧光 免疫 检测 体 
系 显示 了 其 可 行 性 ,快速 .简便 的 特点 使 其 具有 极 大 的 开发 应 用 潜力 ,其 所 涉及 的 思 
路 及 方法 目前 世界 上 还 未 见 任何 相关 报道 ,有 望 成 为 价值 巨大 的 基础 性 专利 ,经 863 
专家 组 验收 认为 达到 国际 先进 水 平 。 

(3) 随 着 新 型 绿色 菊 光 蛋白 (GEFP) 的 不 断 开 发 ,新 型 GFP 以 更 亮 ,更 方便 的 特 
性 , 极 大 地 推进 了 基因 /和 蛋 日 发 现 及 功能 分 析 。Stratagene 的 升级 版 Vitality hrGFP 
Tl 绿色 荧光 蛋白 比 增强 型 绿色 荣光 蛋白 (EGFP) 更 明亮 .毒性 更 低 , 成 为 哺乳 动物 细 
胞 相关 研究 的 最 佳 选 择 。 无 论 是 哺乳 动物 细胞 总 的 基因 表达 , 转 染 效率 检测 ,或 目的 
绰 白 定位 ,这 种 明亮 的 绿色 荧光 和 蛋白 都 能 非常 方便 地 用 荧光 显微镜 或 流 式 细胞 计数 
法 进行 观察 和 检测 。 
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Vitality hrGFP [| 是 第 二 代 人 源 化 Renilla reniformis &f, KIB A ChrGFP), 
5 EGFP 相 比 ,hrGFP 下 的 激发 和 发 射 光 谱 要 罕 得 多 ,因此 更 易 被 检测 。 已 经 证 明 ， 
经 过 对 原来 的 hrGFP 进行 随机 突变 入 选 得 到 的 Vitality hrGFP J| 在 各 种 细胞 中 均 
比 第 一 代 hrGFP #1 EGFP 更 党 ;而 且 ,经 改进 的 载体 骨架 也 使 hrGFP [载体 更 适合 
用 于 制备 稳定 细胞 系 。 

hrGFP 的 稳定 性 和 毒性 指标 都 明显 比 EGFP 更 佳 ,因此 表达 时 间 和 细胞 传代 数 
均 获 得 更 好 的 效果 ,也 更 能 帮助 构建 稳定 细胞 系 。 

(4) 随时 间 变 色 的 荣光 和 蛋白 Fluorescent Timer。 在 知道 了 1ll-stranded 
beta-barrel 蛋白 结构 的 奥秘 之 后 :需要 绿 光 、 红 光 、 橙 光 或 青 光 , 利 用 DNA BR, 
灾 光 重 日 质 工 程 可 以 根据 要 求 , 重 组 创意 蛋白 制作 。Ciontech 公司 最 新 推出 的 
Living Colors Fluorescent Timer, 是 惟一 的 一 种 能 随 着 时 间 的 延长 而 由 绿色 变 为 红 
SKIBA IRE EA WER 1 所 示 ( 见 彩 页 1) 。 融 合 了 Fluorescent Timer 的 热 
休克 启动 子 的 转基因 C. elegans 胚胎 ,在 33C 水 浴 中 产生 热 休克 现象 。 启 动 子 活性 
在 热 休克 恢复 过 程 中 得 以 检测 。 由 Chroma Polycroich 装置 所 获取 的 图 像 ,再 用 
Meta Morph 软件 进行 分 析 。 绿 色 和 红色 荧光 若 发 生 辣 加 ,将 呈现 黄色 。 这 种 颜色 
可 变 的 欧 光 蛋 日 为 实时 研究 局 动 子 的 调控 时 效 提 供 了 可 能 :在 活 细胞 或 者 活 的 生物 
体内 ,不 但 可 以 看 到 某 个 启动 子 什么 时 候 、 在 什么 位 置 开始 启动 基因 的 表达 ,还 可 以 
观察 到 它 什 么 时 候 关 闭 表达 。 这 在 以 前 是 不 可 能 实现 的 ,而 且 由 于 这 种 报告 基因 是 
奖 光 和 蛋 电 ,这 种 监测 可 以 直接 进行 而 无 需 其 他 更 多 的 步骤 或 辅助 因子 。 

30 FP HY Fluorescent Timer W X WE A Æ LAI Clontech 的 红色 荧光 蛋白 DsRed 
的 突变 型 ,在 表达 后 大 约 3h 内 由 绿色 荧光 变 为 红色 荧光 (Clontech 公司 此 前 提供 4 
种 不 同 颜色 的 荧光 蛋白 ,分 别 为 绿色 (EGFP)、 青 色 (ECFP) .黄色 (EYFP)、 红 色 
(DsRed) ,其 中 青色 (ECFP) 和 黄色 (EYFP) 是 绿色 (EGFP) 的 突变 型 ,而 红色 
(DsRed) 则 为 来 源 不 同 的 男 一 种 蛋白 。 只 要 检测 红 、 绿 光 的 比率 ( 重 全 时 为 黄色 ) ,就 
可 以 推测 出 这 个 局 动 子 开局 和 关闭 的 时 间 , 也 就 可 以 确定 目的 蛋白 的 表达 时 间 和 存 
在 时 间 。2h 后 出 现 绿色 菊 光 ,表明 hsp16-41 局 动 子 开始 表达 ,50h 后 绿色 荧光 消失 ， 
表明 局 动 子 关闭 。 

Fluorescent Timer 不 但 让 你 在 空间 上 确定 局 动 子 表 达 产 物 的 位 置 , 还 可 以 让 你 
看 到 在 生长 过 程 中 局 动 子 的 活力 随时 间 的 变化 。 

Fluorescent Timer 以 两 种 方式 提供 :一 种 是 质粒 pTimer, 方 便 用 户 将 Fluores- 
cent Timer 报告 基因 切 下 来 ,克隆 到 用 户 自 己 的 载体 上 ; 另 一 种 是 质粒 pTimer-1 ,一 
个 没有 局 动 子 的 载体 ,方便 用 户 将 符 研 究 的 启动 子 克隆 到 这 个 载体 上 ,直接 进行 
BT FE 

(5) GFP 的 其 他 突变 体 。 大 多 数 GFP 的 突变 体 部 分 或 者 全 部 丧失 了 荧光 , 虽 
然 它们 与 GFP 相 比 并 没有 在 上 吸收 峰 或 发 射 峰 上 发 生 太 大 的 变化 。 原 因 很 可 能 是 这 
些 突变 体 引 起 了 和 绰 日 质 的 错误 折合 , 奖 光 基 团 形成 的 失败 或 者 不 完全 的 屏 项 使 荧光 
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淳 灭 了 。 切 割 基 因 的 尝试 表明 ,在 荧光 丧失 之 前 ,GEFP 能 经 受 从 氨基 末端 切 去 一 个 
残 基 , 从 揪 基 末端 切 去 少 于 10 或 15 个 残 基 。 于 是 通过 碱 基 突 变 , 制 造 出 众多 的 
GFP 突变 体 ,其 中 一 部 分 的 激发 和 发 射 光 谱 如 表 5-1 所 不 。 


表 5-1 GFP 突变 体 的 发 光 效 应 


突变 体 最 大 激发 光波 长 (nm) 最 大 发 射 光波 长 (nm) 
在 65 位 丝氨酸 位 点 的 突变 
野生 型 396 ,475 508" 
S65A 471 504 
S65C 479 507 
S65L 484 510 
S65T 488 511 
在 66 (MARI RHE 
By AE 396,475 508 * 
Y66F 360 442 
Y66H 382 448 
Y66W 436 485 


注 :* 为 当 激 发 波长 为 396nm 或 475nm 时 的 最 大 发 射 光 波长 是 508nm 


除了 GFP 之 外 ,还 有 克隆 是 珊瑚 和 海 黄 的 红色 灾 光 生日 (red fluorescent 
proteins, RFP) ,以 及 在 其 他 不 同 物种 中 发 现 的 黄色 奖 光 重 白 (yellow fluorescent 
protein, YFP) .青色 荧光 蛋白 (cyan fluorescent protein, CFP), W #2 Jt & A (blue 
fluorescent protein, BFP) & , 

绿色 荧光 蛋白 GFP 是 一 个 非常 有 潜力 的 实验 工具 ,同时 我 们 也 需要 认 丰 癸 究 、 
考察 它 的 运作 机 制 和 局 限 。 虽 然 目 前 大 多 数 的 研究 者 都 把 注意 力 放 在 利用 GFP 探 
测 基 因 表 达 和 和 蛋白 质 定位 上 ,但 是 建立 在 对 蛋白 质 的 理解 基础 上 的 GFP E AEH 
工程 化 可 能 会 有 更 多 应 用 。 与 此 同时 ,尖端 影像 技术 的 发 展 也 能 提高 对 标记 了 英 光 
蛋白 的 细胞 活动 观测 的 敏感 度 ,为 分 子 细胞 生物 学 研究 开辟 革新 的 视野 。 

目前 ,GFP 已 在 生命 科学 .医学 的 研究 中 得 到 广泛 应 用 ,详细 的 应 用 内 容 见 第 二 
部 分 第 七 章 .第 十 一 章 及 第 十 二 章 。 
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随 着 激光 技术 、 光 谱 技 术 、 显 微 技术 .计算机 技术 以 及 荧光 标记 和 区 光 检 测 技 术 
的 飞速 发 展 , 绪 合 多 个 学 科 探索 光子 学 技术 在 生物 分 子 研究 及 医学 诊断 与 治疗 中 的 
应 用 ,已 成 为 国际 上 迅速 发 展 的 新 领域 。 光 子 学 技术 在 研究 基因 表达 、 蛋 白质 -蛋白 
质 相 互 作用 ,疾病 早期 诊断 .新药 研究 . 药 效 评价 等 方面 正在 或 将 会 发 生 重 要 作用 。 

近 20 年 来 ,人 们 对 奖 光 半导体 纳米 晶体 的 研究 ,逐渐 从 电子 材料 科学 领域 渗透 
到 了 生物 医学 的 应 用 方面 ,并 已 取得 了 一 些 重大 进展 。 荧 光 成 像 技 术 发 明之 后 ,对 其 
清晰 度 ,灵敏度 和 多 功能 性 的 改进 ,以 及 荧光 探头 和 活 细胞 蛋白 标记 技术 的 发 展 ,使 
人 们 对 细胞 内 网 络 连接 .信号 传导 和 细胞 与 细胞 相互 作用 的 研究 得 以 深入 ,然而 ,要 
阐明 某 一 生命 体 所 有 和 蛋 白质 的 相互 作用 及 相互 影响 , 确 是 一 个 巨大 的 任务 。 在 解决 
这 一 任务 的 过 程 中 , 单 分 子 研究 技术 无 疑 扮演 着 重要 角色 。 而 存在 于 细胞 内 的 单 分 
于 ,其 周围 环境 十 分 复 洒 ,这 就 需要 目前 用 于 细胞 内 研究 的 手段 有 实质 性 突破 。 在 新 
的 奖 光 成 像 技 术 探索 的 道路 上 需 克 服 两 大 问题 ,一 个 是 细胞 在 可 见 光 区 的 自发 荧光 
对 标记 分 子 所 发 出 信和 号 的 掩盖 , 男 一 个 是 对 所 研究 分 子 的 长 期 荧光 标记 观察 。 这 就 
需要 一 种 能 在 近 红 外 区 (波长 这 700nm) 发 射 奖 光 的 探 针 ,而且 这 种 荧光 的 探 针 的 光 
稳定 性 要 远 高 于 现 有 的 奖 光 团 。 在 这 一 领域 ,量子 点 恰好 符合 要 求 。2005 年 
X.、Michalet 等 在 4 科 学) 中 综述 了 目前 量子 点 的 合成 .溶解 和 功能 实现 的 机 理 以 及 量 
子 点 在 细胞 生物 学 和 动物 生物 学 中 的 运用 。 

量子 点 技术 在 细胞 内 单 分 子 研 究 、 高 清晰 度 活 细 胞 成 像 、 Kt A A 
BS MR aT ARCS Th AREER. 


— BT ANE XR HAKE 


在 半导体 材料 中 ,微小 晶体 通常 被 称 作 量子 点 (quantum dot, QD) ,又 可 称 为 半 
导体 纳米 微 唱 体 (semiconductor nanocrystal} SEALE KIL F TAKS BA 
的 半导体 材料 ,是 一 种 由 正 -在 族 或 亚 -V 族 元 素 组 成 的 稳定 的 、 溶 于 水 的 .尺寸 在 
2 一 20nm 之 间 的 纳米 唱 粒 。 在 细胞 内 不 能 合成 和 组 装 。 目 前 研究 较 多 的 是 CdS、 
CdSe, CdTe, ZnS 等 。 量 子 点 独特 的 性 质 基于 它 自身 的 量子 效应 , 当 颗 粒 尺寸 进入 纳 
米 量 级 时 ,尺寸 限 域 将 引起 尺寸 效应 .量子 限 域 效 应 宏观 量子 隧道 效应 和 表面 效应 ， 
从 而 纳米 体系 具有 与 宏观 体系 和 微观 体系 不 同 的 低 维 物性 ,展现 出 许多 不 同 于 宏观 
材料 的 物化 性 质 。 
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量子 点 从 20 世纪 70 年 代 开 始 就 吸引 了 物理 学 家 .化 学 家 和 电子 工程 师 的 注意 。 
这 种 量子 点 可 以 把 电子 锁定 在 一 个 非常 微小 的 三 维 空间 内 , 当 有 一 束 光 照射 上 去 的 
时 候 , 电 子 会 受到 激发 跳跃 到 更 高 的 能 级 。 当 这 些 电 子 回 到 原来 较 低 的 能 级 的 时 候 ， 
会 发 射出 一 定 波长 的 光束 。 即 当量 子 点 吸收 一 个 大 于 半导体 带 际 能 量 的 光子 的 时 
候 ,会 产生 一 个 电子 空 穴 对 (也 叫 激 子 , exciton) ,与 标准 的 灾 光 基 团 (standard 
fluorophore) FH Eb ,吸收 明显 处 于 较 高 能 量 水平 , 并 且 会 产生 一 个 较 宽 的 吸收 谱 。 由 
于 纳米 晶体 比 所 谓 的 Bohr 激发 半径 还 要 小 ,能 量 水 平 呈 现 量子 化 的 特点 ,能 量 的 大 
小 直接 取决 于 量子 点 的 大 小 。 一 个 激 子 的 辐射 重组 (radiative recombination 特点 为 
较 长 的 寿命 ) 使 得 光子 的 发 射 处 于 一 个 窗 的 .对称 的 能 量 市 ,这 是 量子 点 和 大 多 数 短 
寿命 普通 荧光 基 团 的 又 一 个 不 同 之 处 。 长 的 严 光 寿命 使 量子 点 在 时 间 门 探测 (time- 
gated detection) X M AR A m KoE A AS a FEA. HAA E W RB 
(表现 为 对 于 电子 或 者 空 从 暂时 的 “traps”) 会 阻止 辐射 重组 。 

单独 的 量子 点 颗粒 容易 受到 杂质 和 蝇 格 缺陷 的 影响 ,“trapping” 和 “untrapping” 
的 交 蔡 会 引起 单 分 子 水 平 间 断 的 荧光 闪烁 ,因此 量子 产 率 很 低 。 解 决 方法 是 保护 微 
粒 的 表面 ,防止 其 氧化 或 者 发 生 其 他 化 学 反应 , 即 用 具有 高 的 带 间 际 能 量 的 材料 形成 
外 壳 或 者 几 层 原子 包 圳 纳米 晶体 核心 , 这样 既 可 以 使 量子 产 率 提高 到 近 90% ,又 使 
量子 点 的 光 稳 定性 在 数量 级 水 平 有 较 大 的 增强 。 目 前 已 合成 了 多 种 核 帝 绪 构 的 纳米 
颗粒 ,如 CdS/Ag2S, CdS/ZnS, CdS/Cd (OH), , ZnS/CdSe, ZnSe/CdSe, CdS/ HgS, 
CdS/PbS 等 ,以 及 多 层 结构 的 CdS/HgS/CdS. 

” 单 量子 点 可 以 用 共聚 焦 显 微 镜 (confocal microscopy)、 全 内 反射 显微镜 (total 
internal reflection microscopy) 或 者 基本 的 宽 视 野 落 射 菊 光 显 微 错 (basic wide-field 
epifluorescence microscopy) 来 长 时 间 观 察 跟 踪 。 由 于 有 一 个 巨大 的 吸收 截面 ,对 于 
双 光 子 共聚 焦 显微镜 ,量子 点 也 是 一 个 很 好 的 探 针 。 而 且 ,它们 也 可 以 和 标准 的 染料 
(standard dyes) 同 时 使 用 。 这 种 量子 点 微小 的 体积 赋予 了 它们 非 同 寻常 的 特性 。 

量子 点 的 很 多 特性 使 得 它 和 普通 的 荧光 基 团 有 较 大 的 不 同 ,胶体 半导体 量子 点 
(colloidal semiconductor quantum dots) 是 直径 风 纳 米 的 单 唱 ,尺寸 和 形状 都 由 在 合 
成 过 程 的 持续 时 间 ,温度 . 配 体 分 子 精确 控制 ， 这 个 过 程 也 使 量子 点 具有 依赖 组 成 和 
尺寸 的 光 吸 收 、 发 射 的 特性 。 

量子 点 通常 采用 胶体 化 学 方法 在 有 机 体系 中 制备 ， 即 用 金属 有 机 化 合 物 在 具有 
配 位 性 质 的 非 极 性 有 机 洲 剂 环境 中 生长 纳米 晶 粒 。 这 种 方法 具有 制备 方法 简单 .可 
制备 的 量子 点 的 种 类 多 、 ED WI AA BORE R EA TA LER IDLE DE, PAT BEE e 
径 分 布 .改进 纳米 颗粒 性 能 的 方法 多 等 优点。 

量子 点 可 以 产生 多 种 颜色 的 光 , 光 的 颜色 取决 于 量子 点 的 尺寸 。 研 究 人 员 已 经 
能 够 制造 出 产生 超过 12 种 颜色 荧光 的 量子 点 。 从 理论 上 讲 还 可 以 产生 出 更 多 的 颜 
色 。 这 样 ， 当 某 个 波长 的 激光 对 多 种 量子 点 进行 照射 激发 的 时 候 ,可 以 同时 观 关 到 多 
个 颜色 ,同时 进行 儿 个 测量 。 
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最 常 采 用 的 量子 点 是 硒 化 锅 (CdSe) 唱 体 。 微 小 的 硒 化 锅 唱 体 可 以 通过 二 甲 基 
锅 和 硒 发 生 反应 而 生成 。 把 这 两 种 物质 放 在 高 温 表面 活化 剂 溶液 中 ,表面 活性 剂 分 
子 可 以 防止 增长 的 晶体 进一步 变 大 。 一 旦 晶体 达到 了 要 求 的 大 小 ,溶液 会 冷却 下 来 ， 
表面 活性 剂 分 子 进 一 步 覆 盖 住 晶体 的 表面 ,阻止 晶体 变 大 。 


二 .量子 点 具有 优良 的 光学 特性 


(1) 量子 点 的 激发 光波 长 范围 很 宽 , 不 同 大 小 的 量子 点 可 以 由 同一 波长 的 光 
激发 。 

(2) 量子 点 具有 较 大 的 半径 位 移 和 狭 罕 对 称 的 荧光 谱 峰 ， 这样 就 允许 同时 使 用 
不 同 光谱 特征 的 量子 点 ,而 发 射 光谱 不 出 现 交 释 , 或 只 有 很 少 交友, 使 标记 生物 分 
子 荧光 谱 的 区 分 、 识 别 变 得 很 容易 。 

(3) 量子 点 的 发 射 波长 可 通过 控制 它 的 大 小 和 组 成 材料 来 “调谐 ”, 因 而 可 获得 
多 种 可 分 辩 的 颜色 。 

(4) 量子 点 比 有 机 菊 光 分 子 要 稳定 ， 它 可 以 经 受 反复 多 次 激发 ,而 不 像 有 机 英 
光 分 子 那样 容易 发 生 荧光 漂白 。 


= Bf AAA 


(1) 多 种 颜色 。 颜 色 取决 于 量子 点 的 大 小 ,在 同一 激发 波长 下 ,可 发 出 多 种 激发 
光 , 达 到 同时 检测 多 种 指标 的 要 求 。 / 

(2) 荧光 时 间 长 。 荧 光 时 间 较 普通 荧光 分 子 延长 数 千 倍 ,便于 长 期 追踪 和 保存 
a O | 
(3) 检测 方便 。 使 用 最 简单 的 获 光 显微镜 即 可 进行 检测 。 

(4) 安全 。 细 胞 毒性 低 , 可 用 于 活 细 胞 或 体内 研究 。 
(5) 应 用 范围 广 ,可 用 于 多 领域 和 多 仪器 。 


四 .量子 点 技术 在 生物 领域 中 的 应 用 


量子 点 技术 如 果 应 用 在 电子 设备 中 会 非常 困难 ,这 就 是 为 什么 目前 量子 点 的 应 
用 主要 局 限 在 生物 研究 领域 的 原因 。 作 为 一 种 最 新 型 的 奖 光 材料 , 它 与 传统 的 有 机 
染料 相 比 确实 具有 多 种 优势 。 其 中 最 大 的 优点 在 于 有 丰富 的 颜色 。 单 一 种 类 的 纳米 
半导体 材料 就 能 够 按 扩 十 变化 产生 一 个 发 光波 长 不 同 的 .颜色 分 明 的 标记 物 家 族 ,这 
是 荧光 染料 分 子 根本 无 法 实现 的 。 此 外 , 它 激发 光谱 宽 , 且 连续 分 布 ;发 射 光 谱 单 色 
性 好 , 且 颜 色 可 调 ; 并 能 够 承受 多 次 的 激发 和 光 发 射 , 有 持久 的 稳定 性 :空间 位 阻 小 ， 
适 于 单 分 子 标记 。 因 此 ,这 些 优异 的 光学 性 质 使 得 量子 点 杆 生 物化 学 .分 子 生 物 学 、 
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细胞 生物 学 .基因 组 学 .蛋白 质 组 学 .药物 筛选 .生物 大 分 子 相互 作用 等 研究 中 有 极 广 
的 应 用 前 景 。 
(一 ) 量子 点 引入 细胞 的 方法 


在 生物 研究 中 所 使 用 的 量子 点 需要 链接 其 他 分 子 才能 便于 追踪 特定 的 生物 分 
子 。1998 年 ,有 两 个 研究 小 组 发 现 了 如 何 把 量子 点 同 其 他 的 分 子 链接 起 来 的 方 
法 一 一 即将 量子 点 分 别 同 生物 素 .尿素 、 酷 酸 盐 和 某 种 抗体 链接 起 来 ,链接 的 这 些 分 
子 可 以 指引 量子 点 成 功 地 到 达 要 研究 的 特定 的 细胞 结构 或 分 于 结构 。 

随 着 研究 的 不 断 深入 ,又 发 现 其 他 多 种 分 子 可 用 于 作 量 子 点 的 导 引 物质 ,如 核 
酸 、 细 胞 膜 上 的 脂 质 、 同 载体 重 晶 质 或 载体 糖 联系 紧密 的 和 蛋白质, 还 有 一 些 药物 也 可 
以 把 量子 点 引导 到 特定 细胞 结构 中 去 。 

(1) 侵入 性 技术 (invasive techniques) ,如 .scrape loading、 电 穿孔 、 显 微 注射 法 可 
以 对 细胞 进行 量子 点 标记 。 

(2) 非 侵 人 性 的 方法 来 标记 细胞 : 

第 一 种 方法 依赖 于 细胞 内 香 作 用 的 能 力 。 哺 乳 动 物 细 胞 (Hela) 或 者 Dictyostel- 
ium discoideum 细胞 (AX2) 在 400~600nm DHLA-capped 量子 点 溶液 中 培养 2 一 3h 
后 , 洗 掉 多 余 的 洲 液 ,将 会 发 现 量 子 点 出 现在 许多 小 厢 泡 中 。 实 验 发 现 量子 点 是 通过 
内 硅 作 用 进入 细胞 的 。 如 果 在 4 环境 下 培养 细胞 时 , 则 需要 很 长 时 间 ( 汪 6h) 才 能 
将 细胞 标记 。 一 旦 标记 上 之 后 ,细胞 的 形态 和 生理 在 较 长 时 间 (6 天 ) 内 不 会 受到 影 
啊 , 且 标记 十 分 稳定 。 甚 至 在 更 长 的 时 间 (12 天 ) 内 ,细胞 标记 都 不 会 消失 。 

”第 二 种 方法 不 依赖 于 内 和 大作 用。 用 非 渗 透 性 膜 、 氨 基 介 导 的 灶 联 剂 sulfo-NHS- 
SS-biotin 将 细胞 表面 生物 素 化 (biotinylate) ,然后 用 0.5~luM 抗 生 物 素 蛋白 结合 
的 量子 点 在 4C 环 境 下 培养 10min, 洗 挥 未 结合 的 量子 点 。 开 始 时 ,标记 都 在 细胞 表 
面 , 当 在 37C 环 境 下 培养 2h 之 后 ,大 部 分 标记 会 存在 于 靠近 核 的 守 泡 里 ,在 细胞 膜 
表面 还 有 一 些 残 余 的 标记 。 而 且 ,很 明显 有 更 多 的 标记 正在 从 细胞 表面 进入 细胞 内 ， 
表明 量子 点 是 通过 内 硬 作 用 进入 的 ,而 不 是 由 于 被 动 的 细胞膜 渗透 作用 进入 的 。 由 
于 细胞 同时 会 将 其 表面 的 蛋白 内 知人 入 细胞 , 则 表明 量子 点 标记 对 于 细胞 的 正常 内 知 
作用 没有 害处 。 值 得 注意 的 是 ,这 种 方法 允许 对 那些 即使 不 能 进行 胞 吞 作用 的 细胞 

研究 发 现 ,运用 非 侵 人 性 方法 标记 的 细胞 的 生长 发 育 等 不 受 影响 。 对 于 无 法 用 
荧光 指示 和 绰 日 标记 的 细胞 ,我 们 可 以 利用 量子 点 来 研究 其 行为 。 

(二 ) 量子 点 技术 为 生命 科学 的 研究 提供 了 新 的 研究 方法 

1. AYR AAI | 

量子 点 最 有 前 途 的 应 用 是 在 生物 体系 中 作为 荧光 探 针 ,成 为 细胞 内 的 荧光 标记 
物 ,此 方法 现 已 可 取代 传统 染色 法 。 与 传统 的 艾 光 探 针 相 比 ,量子 点 纳米 晶体 的 激光 
光谱 宽 , 且 连续 分 布 , 而 发 射 光 谱 呈 对 称 分 布 且 宽 度 容 ,颜色 可 调 , 即 不 同 大 小 的 纳米 
唱 体 能 被 单一 波长 的 光 激 发 而 发 出 不 同 颜色 的 光 , 并 且 光 化 学 稳定 性 高 * 不 易 分 解 : 
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量子 点 可 与 多 种 分 子 进 行 耦 联 ,如 Protein A .抗体 . 链 霉 亲 和 素 等 ,作为 荧光 探 针 , 检 
测 特定 靶 分 子 的 分 布 和 功能 。 从 而 在 细胞 器 定位 、 信 号 转 导 、 原 位 杂交 、 胞 内 组 分 的 
运动 和 迁移 等 研究 中 发 挥 巨大 作用 。 

2， 用 于 检测 活 细胞 里 多 个 蛋白 质 的 活动 

量子 点 可 进行 长 时 间 、 多 分 子 同 时 检测 。 因 为 量子 点 受到 光 激 发 后 发 出 一 系列 
不 同 颜色 (光谱 ) 的 光 , 且 发 射 的 荧光 强度 足以 使 光学 设备 检测 到 单独 的 量子 点 。 加 
之 量子 点 很 稳定 ,一 般 在 数 个 小 时 内 可 经 受 反 复 的 激发 ,而 光学 特性 不 会 有 明显 变 
化 ,假如 两 个 分 子 之 闻 可 发 生 相互 作 用 , 则 标记 其 上 的 不 同 的 量子 点 就 会 互相 靠近 ， 
那么 在 这 一 区 域 中 的 光谱 就 会 发 生变 化 ,成 为 两 个 光谱 的 释 加 ,在 合适 的 条 件 下 ,其 
至 可 能 发 生 能 量 转移 , 即 受 体 量子 点 的 荧光 增强 。 如 果 将 某 一 生物 过 程 中 有 关 生 物 
分 子 标 记 上 不 同 颜色 的 量子 点 ,就 可 能 实现 对 活 细胞 内 部 分 子 的 监测 ,或 实时 观测 配 
体 一 受 体 的 相互 作用 ， 

对 于 活 细胞 ,有 两 种 方法 进行 特殊 标记 :第 一 种 是 将 生物 素 化 的 一 抗 和 细胞 一 起 
培养 , 洗 过 之 后 ,用 抗 生 物 素 蛋白 结合 的 量子 点 标记 ;第 二 种 是 在 培养 之 前 ,用 重组 
G 蛋白 或 者 抗 生 物 素 蛋白 将 一 抗 和 量子 点 结合 。 可 以 将 不 同 种 类 的 细胞 或 者 蛋白 
同时 标记 ,从 而 可 以 观察 其 在 活 细胞 中 的 反应 或 者 在 整个 生物 体 的 原 位 。 

3. 用 于 活体 示 踪 

量子 点 克服 了 传统 标记 物 毒性 高 BEEK .光线 穿 透 能 力 差 的 缺陷 。 通 过 与 靶 标 
的 耦 联 ,实现 长 时 程 观测 活体 生物 的 生理 和 病理 进程 以 及 活 细胞 内 生物 大 分 子 间 的 
相互 作用 。 例 如 :利用 量子 点 对 单个 氨基 乙酸 受 体 在 活 神 经 元 (神经 细胞 ) 中 的 扩散 
过 程 的 观察 ;在 活体 动物 手术 过 程 中 ,通过 观察 量子 点 发 射 的 近 红 外 荧光 对 淋巴 结 的 
确认 等 。 / 

4, 用 于 生物 世 片 

量子 点 色彩 的 多 样 性 满足 了 对 生物 高 分 子 (蛋白 质 .DNA) 中 所 蕴涵 的 海量 信息 
进行 分 析 的 要 求 。 因 为 , 现 有 的 研究 蛋白 质 与 蛋白 质 相 互 作用 的 蛋白 质 芯片 应 用 中 ， 
尽管 芯片 上 有 “海量 * 的 蛋白 质 ,但 由 于 受 目 前 荧光 探 针 性 能 的 限制 ,一 次 通常 只 能 将 
一 种 (或 很 少 几 种 ) 标 记 了 荧光 探 针 的 蛋白 质 与 芯片 作用 ,并 进行 检测 。 要 研究 多 个 
蛋白 质 就 只 能 多 次 重复 上 述 操作 。 如 果 在 应 用 中 引入 了 量子 点 则 可 以 做 到 “海量 ”对 
“海量 ”。 即 可 将 欲 研究 的 各 种 蛋白 质 用 一 系列 不 同 大 小 不同 材料 ,光谱 特性 各 自 不 
同 的 量子 点 或 量子 点 微粒 标记 ,更 重要 的 是 可 以 用 同一 波长 的 光 激 发 ,从 而 可 以 同时 
检测 所 有 标记 的 蛋白 质 与 芯片 上 的 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 。 与 现 有 的 方法 相 比 , 检 
测 效 率 要 大 大 提高 。 

男 外 ,将 多 聚 物 与 量子 点 结合 (镶嵌 或 包 覆 ) 形 成 聚合 物 微 珠 ,这 种 微 珠 可 以 携带 
几 种 不 同 尺 寸 (不 同 颜色 的 量子 点 。 当 这 些微 珠 被 照射 后 便 开 始 发 光 , 经 棱镜 折射 
后 传 出 ,产生 几 种 指定 密度 的 清晰 线 谱 ( 条 形 码 ), 形 成 的 标签 数量 可 以 达到 几 十 亿 
种 ,可 以 附 在 不 同 基因 序列 组 成 的 DNA 分 子 上 。 将 样品 中 的 基因 同 已 知 的 DNA 序 
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列 库 进 行 比 较 , 就 可 以 找 出 在 细胞 和 组 织 里 的 活性 基因 ,所 需要 的 就 是 简单 地 将 检测 
样品 的 谱 线 与 微 珠 库 中 的 谱 线 对 照 并 恋 取 粘 在 样品 上 的 DNA 序列 。 因 此 ,条 形 码 
标记 在 基因 芯片 和 和 蛋白 质 芯 片 技 术 中 的 应 用 具有 极其 光明 的 前 景 。 

5. 用 于 药物 研究 | 

量子 点 是 筛选 药物 的 工具 。 通 常 一 种 有 效 的 药物 为 达到 所 需 的 药 效 往 往 要 和 数 
个 不 同 的 靶 分 子 结合 ,同时 要 避 开 其 他 的 一 些 靶 位 点 以 避免 副作用 。 将 不 同 颜 色 的 
量子 点 与 药物 的 不 同 靶 分 子 结合 ,可 一 次 性 检测 药物 的 作用 靶 分 子 。 假 如 一 种 药物 
上 只 展示 出 蓝 色 RRE .绿色 等 药 效 所 需 作 用 的 葡 分 子 , 同 时 不 显示 出 橙色 .黄色 、 
红色 这 些 代 表 避 作用 的 靶 分 子 , 则 说 明 已 成 功 找 到 一 种 有 效 的 药物 。 

6. M TAR (solution array) 

将 不 同 的 量子 点 或 量子 点 微粒 标记 在 某 种 生物 分 子 上 ,并 置 于 溶液 中 ,形成 所 谓 
溶液 和 矩阵。 生物 分 子 在 溶液 状态 下 多 于 保持 生物 分 子 的 正常 三 维 构象 ,从 而 具有 正 
芝 的 生物 功能 ,这 是 其 优 于 平面 芯片 之 处 。 

7. 用 于 医学 成 像 

由 于 可 见 光 最 多 只 能 穿 透 怠 米 级 厚度 的 组 织 , 而 红外 光 则 可 穿 透 厘米 级 厚度 的 
组 织 ,因此 可 将 某 些 在 红外 区 发 光 的 量子 点 标记 到 组 织 或 细胞 内 的 特异 组 分 上 ,并 用 
红外 光 激 发 ,就 可 以 通过 成 像 检测 的 方法 来 研究 组 织 内 部 的 情况 ,达到 诊断 的 目的 。 

由 化 学 家 和 神经 学 科学 家 组 成 的 研究 小 组 正在 考虑 如 何在 神经 传输 物质 研究 中 
使 用 量子 点 ,以 便 通过 医学 成 像 技 术 观 察 神经 传输 物质 对 大 脑 中 脑 细胞 活动 的 调 市 
作用 。 


五 .量子 点 技术 的 安全 性 


”尽管 量子 点 已 应 用 于 细胞 生物 学 的 研究 ,对 于 研究 细胞 之 间 的 联系 非常 方便 和 
有 效 。 但 要 将 量子 点 大 规模 应 用 还 需要 解决 一 些 问题 ,这 些 问 题 主 要 和 量子 点 表面 
物质 的 化 学 性 质 有 关 。 因 为 量子 点 的 表层 要 抗 氧化 .能 够 在 细胞 内 部 的 一 定 的 盐 浓 
度 下 保持 稳定 。 同 时 ,虽然 量子 点 的 多 样 性 给 研究 带 来 了 便利 ,同时 也 造成 了 一 定 程 
度 的 麻烦 , 即 多 种 量子 点 的 表层 不 一 定 能 够 粘 附 在 研究 对 象 的 表层 。 

”又 因为 量子 点 和 其 他 所 有 纳米 粒子 一 样 ,可 能 使 人 体 健康 存在 潜在 风险 ,所 以 量 
子 点 技术 还 存在 一 些 局 限 性 。 首 先 , 较 高 浓度 的 量子 点 对 于 胚胎 发 育 有 一 定 的 影响 ， 
其 次 ,在 胞 内 实验 时 ,对 于 未 结合 的 量子 点 的 去 除 也 是 一 个 比较 困难 的 问题 ,这 并 不 
像 细 胞 膜 外 标记 实验 那么 简单 ;此 外 ,量子 点 成 像 的 分 辩 率 较 低 。 有 报告 说 ,水 溶性 
富 勒 烯 分 子 能 造成 黑 鲈 鱼 大 脑 损伤 ,这 一 结论 让 整个 纳米 技术 界 为 之 惊 驴 。 另 外 ,对 
其 他 纳米 粒子 的 类 似 质 疑 也 存在 ,如 树枝 状 纳米 材料 会 造成 渗透 性 破坏 ,甚至 导致 细 
胞 膜 破裂 。 

美国 国家 环境 健康 科学 研究 所 环境 毒物 学 部 执行 主任 约翰 . 布 彻 尔 说 :“ 纳 米 材 
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料 的 作用 既 不 像 粒 子 也 不 像 化 学 而, 它们 的 性 质 既 是 中 间 的 又 是 独特 的 ,对 于 这 一 
点 ,我 们 刚刚 开始 去 探究 。 该 研究 所 最 近 局 动 了 针对 量子 点 、 二 氧化 钛 纳米 粒子 以 及 
巴 基 球 等 安全 性 的 一 系列 研究 。 作 为 负责 人 的 布 彻 尔 介 绍 ,研究 将 集中 于 三 个 问题 ， 
纳米 材料 表面 的 涂 层 和 化 学 物质 对 粒子 行经 的 吴 体 部 位 的 影响 .纳米 粒子 的 免疫 特 
性 和 纳米 粒子 的 毒 理 效应 。 

但 在 2002 年 ,围绕 量子 点 的 安全 性 问题 又 有 了 新 的 进展 。 有 报道 说 将 磷酸 微 胶 
粒 包 被 在 量子 点 表面 ,具有 液体 表面 覆盖 层 的 纳米 颗粒 不 仅 对 细胞 没有 了 毒性 作用 ， 
而 且 可 维持 数 天 不 损失 欧 光 。 也 有 报道 在 活体 动物 中 制 成 了 可 同时 进行 恶性 肿瘤 定 
位 标记 和 成 像 的 量子 点 株 。 将 量子 点 标记 的 肿瘤 细胞 注射 人 大 鼠 体 内 。 经 过 数 周 的 
仔细 检查 ,在 量子 点 标记 的 肿瘤 细胞 以 及 动物 体内 并 未 出 现 异常 迹象 。 由 此 说 明 , 量 
子 点 是 比较 安全 的 技术 ,至 少 在 大 鼠 中 如 此 。 在 研究 中 如 使 用 多 光子 荧光 显微镜 , 量 
于 点 可 同时 监测 超过 36 种 细胞 ,并且 可 应 用 于 深层 组 织 中 。 

尽管 研究 已 取得 一 定 的 进展 ,但 是 将 量子 点 影像 技术 用 于 人 类 的 临床 试验 还 需 
要 数 年 的 时 间 。 因 为 人 们 对 量子 en ween 还 有 一 些 关键 问题 吸 待 解 
决 。 例 如 ,在 动物 活体 较 厚 的 组 织 , 如 骨 ,量子 点 技术 如 何 发 挥 作用 ;经 量子 点 
EMA TS AIEA HEMA EORNA WATEA 等 等 。 


六 .量子 点 技术 的 发 展 前 最 


半导体 量子 点 由 于 其 独特 的 性 质 越 来 越 受到 人 们 的 重视 ,其 研究 内 容 涉及 物理 、 
化 学 .材料 .生物 等 多 学 科 , 已 成 为 一 门 新 兴 的 交叉 学 科 。 

合成 各 种 尺寸 的 荧光 纳米 颗粒 和 荧光 量 于 点 纳米 颗粒 ,通过 表面 修饰 的 方法 使 
其 表面 具有 生物 活性 与 生物 轩 向 性 ,利用 纳米 颗粒 显著 放大 信号 的 优势 ,将 其 用 于 活 
体 细胞 和 动物 器 官 的 基因 表达 和 蛋白 质 实时 在 体 光学 成 像 研究 ;建立 核酸 切割 过 程 、 
核酸 磷酸 化 过 程 以 及 核酸 连接 过 程 的 荧光 监测 方法 ,实现 核酸 一 蛋白 质 相互 作用 的 
实时 监测 等 ,可 望 在 生命 活动 的 基本 规律 研究 方面 发 挥 重要 作用 . 

光学 标记 技术 是 生物 分 子 光子 学 的 重要 基础 , 它 在 研究 基因 表达 、 蛋 白质 一 蛋白 
质 相互 作用 ,疾病 早期 诊断 ,新 药 研究 药 效 评价 等 方面 正在 发 生 重要 作用 ， 

量子 点 未 来 的 发 展 方向 是 寻找 到 更 多 的 微小 晶体 材料 ,及 在 量子 点 表面 覆盖 上 
一 层 导 引 分 子 膜 。 

Wm 果 未 来 这 种 量子 点 要 在 人 类 身体 上 应 用 ， 那 就 需要 解决 如 何 消除 这 些 量子 点 
的 方法 ， 

以 量子 点 的 生物 功能 光学 成 像 研究 为 代表 的 纳米 生物 光子 学 研究 将 是 近 阶段 
主要 研究 方向 。 
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细胞 凋 亡 一 词 源 于 升腾 文 , 意 思 是 “叶片 从 树 校 上 球 落 ”, 最 早 由 Lockshin 和 
Williams 在 1965 年 提出 。 随 后 发 现 ,细胞 凋 亡 是 一 种 由 基因 控制 的 主动 的 “上 自觉 行 
动 ”, 而 非 被 动 的 病理 性 死亡 , 故 又 称 细 胞 凋 亡 为 “程序 性 细胞 死亡 ”(programmed 
cell death,PCD)。 细 胞 闫 亡 这 个 词 指 细胞 程序 化 死亡 所 表现 的 生化 和 形态 变化 ,其 
中 包括 细胞 收缩 、 膜 泡 化 、 染 色 质 浓缩 和 降解 成 小 片段 。 细 胞 将 亡 中 的 细胞 经 常 降解 
成 为 膜 包 圳 的 凋 亡 小 体 , 被 巨 噬 细 胞 或 邻近 的 细胞 吞噬 或 消化 ,但 不 产生 炎症 反应 。 
细胞 坏死 则 是 受 某 些 外 界 因 条 的 影响 所 导致 的 被 动 的 细胞 死亡 过 程 ,如 高 温 、 缺 氧 、 
营养 不 恨 及 多 种 物理 或 化 学 性 的 损害 因子 ,因此 ,也 可 以 称 之 为 “意外 性 细胞 死亡 ” 
(accidental cell death)。 坏 死 细 胞 的 膜 遂 透 性 增 责 ,致使 细胞 肿胀 ,细胞 器 变形 或 肿 
大 ,早期 核 无 明显 形态 学 变化 ,最 后 细胞 破裂 。 另 外 坏死 的 细胞 裂解 要 释放 出 内 含 
物 , 并 常 引 起 炎症 反应 。 细 胞 凋 亡 与 细胞 坏死 的 主要 差异 如 表 7-1 及 图 7-1 所 示 。 

表 7-1 细胞 凋 亡 与 细胞 坏死 的 比较 
区 别 点 4H Hee Jed T . 细胞 坏死 


起 因 生理 或 病理 性 病理 性 变化 或 剧烈 损伤 


范围 单个 散在 细胞 大 片 组 织 或 成 群 细胞 


mma | ARMMR 
ith i nema mm | MRAR RAR BERAREN 
基因 组 DNA 随机 降解 , 电 瀛 图 谱 呈 涂抹 状 

无 ,不 各 放 组 胞 内 信物 


炎症 反应 。 | 无 ,不 释放 细胞 内 含 物 有 ,释放 内 含 物 
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7-1 细胞 坏死 与 细胞 凋 亡 模式 图 比较 


第 一 节 ”细胞 凋 亡 及 其 基本 通路 


— . AA Hed dal T= 


同 细胞 的 发 生 一 样 ,细胞 也 是 注定 要 死亡 的 。 细 胞 死亡 的 方式 ,目前 认为 可 分 为 
两 大 类 型 ,细胞 坏死 (necrosis) 和 细胞 凋 亡 (apoptosis ) 。 细胞 凋 亡 与 细胞 坏死 是 两 种 
完全 不 同 的 细胞 死亡 形式 ,根据 死亡 细胞 在 形态 学 .生物 化 学 和 分 子 生 物 学 上 的 差 
别 ,可 以 将 二 者 区 别 开 来 。 

局 等 真 核 生 物 的 大 多 数 细 胞 ,在 丧失 生理 功能 或 严重 受 损 时 ,激活 固有 的 细胞 自 
未 程序 而 目 灭 。 这 一 过 程 称 为 细胞 程序 化 死亡 , 即 细胞 凋 亡 。 

细胞 效 亡 是 生物 体内 绝 大 多 数 细 胞 在 一 定 的 发 育 阶段 中 都 会 发 生 的 一 种 正常 的 
日 然 现 象 , 是 一 种 有 秩序 有 控制 有 预定 程序 的 死亡 过 程 , 它 能 及 时 有 效 地 清除 体内 
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出 现 的 过 量 或 有 潜在 危险 性 的 细胞 ,用 以 保持 体内 各 种 类 型 细胞 数目 的 平衡 。 这 种 
平衡 对 于 促进 些 官 形成 以 及 维持 机 体内 环境 的 稳 乍 是 至 关 重 要 的 。 细 胞 凋 亡 与 其 他 
众多 的 细胞 代谢 过 程 一 样 , 普 忆 存在 于 生物 机 体 发 生 和 发 育 的 多 个 过 程 中 ,比如 时 落 
归根 , 赂 蚜 发 育成 为 青蛙 ,人 类 胚胎 期 间 手 指 与 脚趾 的 形成 等 ,都 需要 细胞 将 亡 的 参 
与 。 如 果 正 常 细胞 凋 亡 程序 受阻 ,就 会 导致 某 些 该 死亡 的 细胞 (例如 ,基因 发 生 突变 
的 细胞 ) 不 死 , 继 而 无 限 增殖 ,最 终 导 致癌 症 或 者 其 他 疾病 的 产生 。 当 然 , 过 量 的 细胞 
调 亡 ,也 会 导致 机 体 失衡 ,正常 生命 活动 受到 破坏 ,例如 在 艾滋 病 病毒 的 攻击 下 ,不 该 
死记 的 本 淋巴 细胞 如 CD4 阳性 细胞 大 量 死亡 ,从 而 使 人 的 免疫 力 下 降 , 引 发 区 
滋 病 。 

在 20 HE 80 年 代 后 期 , 随 着 现代 分 子 生 物 学 技术 广泛 地 被 运用 到 细胞 凋 亡 的 
研究 领域 ,科学 工作 者 在 这 一 领域 取得 了 很 多 重大 成 果 。 这 一 期 间 ,研究 人 员 发 现 细 
胞 凋 亡 参与 了 免疫 系统 中 免疫 细胞 的 发 育 . 免 疫 调节 及 免疫 应 答 等 许多 生理 和 病理 
过 程 ,并 在 维持 倪 疫 功能 上 起 着 重要 的 调节 作用 。90 年 代 以 来 ,细胞 凋 亡 的 研究 更 
饿 推 到 了 生命 科学 的 最 前 沿 ,形成 了 一 个 几乎 涉及 生物 医学 所 有 领域 的 前 沿 学 科 。 
十 多 年 来 ,细胞 凋 亡 的 研究 在 前 明细 胞 形态 变化 .结构 与 功能 的 关系 、 信 号 传导 机 制 
以 及 在 发 现 与 涛 亡 相 大 基 因 的 工作 中 积累 了 大 量 的 资料 ,这 些 知识 使 我 们 能 更 深入 
地 了 解 阐 亡 与 疾病 的 关系 ,并 且 更 新 人 们 对 疾病 发 生 的 一 些 传统 观念 。 由 于 细胞 阐 
亡 在 生命 活动 中 所 具有 的 特殊 重要 性 2002 年 的 诺 贝 尔 生理 及 医学 奖 授予 了 在 细胞 
汕 亡 研究 中 做 出 创造 性 贡献 的 三 位 科学 家 ,他 们 分 别 是 英国 科学 家 悉尼 :布雷 内 
(Sydney Brenner). A) 8) ° HAR At John E. Sulston) 和 和 美国 科学 家 罗伯特 :和 埠 维 区 
(H. Robert Horvitz). 


二 、 细 胞 凋 亡 的 基本 转 导 通路 


目前 细胞 凋 亡 信号 转 导 通路 主要 包括 外 在 途径 (extrinsic pathway, LIKET F 
AYA 138 12) .内 在 途径 Cintrinsic pathway, 又 称 线粒体 凋 亡 途径 ) 以 及 非 Caspase ii 
亡 途 径 (non-Caspase pathway) ,如 图 7-2 Ara. 
死亡 受 体 途 径 (death receptor pathway) 主要 是 通过 死亡 受 体 来 完成 的 ， 在 细胞 
发 生 凋 亡 时 , 胞 外 的 死亡 信号 分 子 或 配 体 可 通过 与 死亡 受 体 的 结合 而 传人 细胞 内 , 进 
而 引发 下 游 一 系列 凋 亡 步骤 。 死 亡 受 体 是 一 类 跨 膜 重 白 , 属 肿 瘤 坏 死因 子 TNF 受 
体 基 因 家 族 成 员 。 目 前 发 现 至 少 有 5 种 死亡 受 体 在 细胞 凋 亡 信号 转 导 中 发 挥 作用 ， 
其 中 最 典型 的 死亡 受 体 有 Fas,DR4/5 和 TNFR1。 实 验证 明 , 死 亡 受 体 信号 转 导 过 
程 主要 依赖 于 信号 蛋 昌 所 含有 的 一 系列 较 保 守 的 借 日 序列 ,这 些 序 列 可 以 识别 并 结 
合 与 其 相同 类 型 的 结构 域 ,包括 死亡 结构 域 DD(death domain) 和 死亡 效应 结构 域 
DED(death effector domain). 
A TY 5 A T RATNER) ARRAN BREA. EM 
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包括 Fas(Apo-1/CD95),TNFR1,DR3/WSL,DR4/TRAIL-R1 和 DR5/TRAIL-R2, 
其 配 体 属于 TNF 家 族 , 目 前 已 比较 清楚 的 十 Fas 介 隆 的 细胞 凋 志 途径 。 










BET Se PR Bel i 线粒体 凋 亡 途径 caspases 非 依赖 型 途径 

Fas Ligand 

| Granzyme B 

p 线粒体 
a Bid 
1 
N 
C -8 
FADD -Caspase-8 PEA p N 


Oml/ 


Bcl-2 \ HtrA2 
Cytochrome C \pIABIO 
Apaf—1 Caspase-9 | | 
ad 


2 HE Jal 





7-2 细胞 凋 亡 信号 转 导 通路 


Fas 具有 三 个 宣 含 半 胱 氨 酸 的 胞 外 区 和 和 一 个 称 为 死亡 结构 域 的 胞 内 区 。Fas 的 
配 体 FasL(fas ligand) 与 Fas 结合 后 ,Fas 三 聚 化 使 胞 内 的 DD 区 构象 改变 ,然后 与 接 
头 重 日 FADD(fasassociated death domain) 的 DD 区 结合 ,而 后 FADD 的 NN 端 DED 
区 (death effector domain) 就 能 与 Caspase-8 (或 Caspase-10) 前 体 蛋 白 结合 , 形 成 
DISC (death-inducing signaling complex), 5| #2 Caspase-8、Caspase-10 通过 自身 前 
激活 ,它们 启动 Caspase 的 级 联 反 应 ,使 Caspase-3、Caspase-6、Caspase-7 激活 ,这 几 
种 Caspase 可 降解 胞 内 结构 蛋白 和 功能 蛋白 ,最 终 导致 细胞 效 亡 。 

Fas/FasL 系统 在 免疫 系统 中 具有 重要 的 作用 ,其 一 是 参与 免疫 调节 ,活化 成 熟 
的 和 外周 工 细 胞 主要 通过 Fas/FasL 系统 介 导 的 细胞 效 亡 清除 与 自身 抗原 有 交叉 反应 
的 克隆 和 由 目 身 抗原 激活 的 细胞 克隆 ,以 限制 工 细 胞 克隆 的 无 限 增殖 ,防止 对 自身 
组 织 的 损伤 , 即 产生 外 周 免疫 耐 受 。 淋 巴 细胞 凋 亡 异常 导致 的 免疫 耐 受 失控 ,是 自身 
免疫 性 疾病 的 主要 病因 。 其 二 是 细胞 毒 T 细胞 (CTL) 可 以 通过 Fash BS 
亡 , 但 遗憾 的 是 , 某 些 肿瘤 细胞 也 可 以 通过 这 一 途径 诱导 淋巴 细胞 将 亡 ,从 而 逃脱 免 
疫 监 控 。 

除了 死亡 受 体 凋 亡 通路 ,细胞 内 还 存在 其 他 一 些 重要 的 效 亡 信和 号 传导 途径 。 
Newmeyer 等 人 首先 报道 了 在 无 细胞 (cell free) HTD A SECA Xenopus egg 提取 物 ) 
中 需要 有 线粒体 的 参与 。 随 着 细胞 壮 亡 研究 的 深信 ,研究 工作 者 发 现 许 多 和 凋 亡 相 
关 的 基因 表达 产物 (蛋白 质 或 酶 ) 定 位 于 线粒体 。 当 刺激 物 诱导 细胞 凋 亡 时 ,线粒体 
膜 的 通 透 性 增加 ,线粒体 内 的 多 种 促 凋 亡 因 子 会 被 释放 出 来 ,这 些 蛋 白 包括 细胞 色素 
CSmac/DIABLO、Omi/HtrA2、AIF、ARTS 等 ,说 明 作 为 细胞 能 量 供 应 站 的 线粒体 
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在 细胞 凋 亡 中 发 挥 重 要 的 功能 ,线粒体 也 因为 与 细胞 凋 亡 之 间 紧 密 相 关 性 成 为 当今 
生命 科学 领域 中 被 广泛 研究 的 细胞 器 。 其 中 细胞 色素 C 和 AIF 在 细胞 凋 亡 中 发 挥 
着 尤为 重要 的 作用 。 

细胞 应 激 反应 或 凋 亡 信号 能 引起 线粒体 细胞 色素 C OPE. PE A ad ECA A 
细胞 色素 C 能 与 Apaf-1、Caspase-9 前 体 .ATP/dATP 形成 凋 亡 体 , 然 后 召集 并 激活 
Caspase-3 ,进而 引发 Caspases 级 联 反 应 ,导致 细胞 凋 亡 。 如 图 7-3 Bras. 


死亡 受 体 一 Caspase-8 一 一 一 一 一 一 
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| | 
we 一 细胞质 | 
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| * 
un” rA EndoG 

Bcl-2 =i Omi | 
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o DIABLO | 
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7-3 ” 凋 亡 调控 因子 参与 凋 亡 调控 示意 图 


Bcl-2 家 族 重 日 的 主要 作用 位 点 就 在 线粒体 外 腊 上 上。 其 中 Bcl-2 和 Bcl-xL 就 是 
通过 其 BH3 结构 域 与 Bcl-2 家 族 的 其 他 抗 凋 亡 成 员 形 成 异 二 聚 体 ,减低 线粒体 膜 的 
通 透 性 , 促 凋 亡 因 子 (Cytochrome C, Smac/DIABLO 和 AIF 等 ) 被 保留 在 线粒体 膜 
上 ,细胞 不 能 进入 凋 亡 程序 。 而 Bcl-2 家 族 中 的 Bak, Bax, Bik, Bid, Puma 等 是 细胞 
质 中 的 促 调 亡 蛋白 ,它们 可 以 在 其 他 凋 亡 因子 激活 下 , 易 位 到 线粒体 膜 上 ,使 线粒体 
的 结构 受到 损害 。 其 中 Bid 能 与 Bax 连接 并 别 构 激活 Bax( 结 合 Bax 并 改变 其 构象 ， 
使 Bax 成 为 活性 形式 ) ,而 tBid 能 与 Bak 连接 ,并 能 别 构 激活 Bak, 被 激活 的 Bax 或 
Bak 发 生 同 源 蹇 聚 化 , 易 位 到 线粒体 腊 上 ,改变 膜 电 位 ,诱发 Cytochrome C 和 Smac 
等 促 凋 亡 因子 从 线粒体 释放 。 
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SPD KREME TA E RI S EN R 


ENEE 人 们 设计 了 许多 不 同方 法 对 其 进行 观察 及 检测 。 
“ 百 闻 不 如 一 见 ”, 当然 最 直观 的 还 是 使 用 显微镜 进行 观察 。 


一 \ 通 过 光学 显微镜 对 凋 亡 细胞 的 形态 学 的 观察 
1. 未 染色 细胞 


凋 志 细胞 的 体积 变 小 .变形 ,细胞 膜 完 整 但 出 现 发 泡 现象 ,细胞 凋 亡 晚 期 可 见 凋 
亡 小 体 。 贴 壁 细胞 出 现 皱 缩 、 变 圆 .脱落 ,如 图 7-4 中 A、B 所 示 。 





A 正常 Hela 细胞 B TRAIL 处 理 后 Hela 
注 :细胞 箭头 所 指 是 处 于 凋 亡 阶 段 的 细胞 
7-4 


2. 染色 细胞 
第 用 姬 姆 院 染 色 、 瑞 氏 染 色 等 。 凋 亡 细 胞 的 染色 质 浓缩 边缘 化 , 核 膜 裂解 .染色 
质 分 割 成 块 状 和 凋 亡 小 体 等 典型 的 凋 亡 形态 。 


二 \ 退 过 电子 显 做 锐 对 凋 亡 细胞 的 形态 学 的 观察 
细胞 效 亡 过 程 中 细胞 核 染 色 质 的 形态 学 改变 分 为 三 期 :期 的 细胞 核 呈 波纹 状 


(rippled) 或 呈 折 缝 样 (creased) ,部 分 染色 质 出 现 浓缩 状态 ; [[ 期 细胞 核 的 染色 质 高 
BE BER LAR AC s M 期 的 细胞 核 裂 解 为 碎 块 ,产生 凋 亡 小 体 。 如 图 7-5 所 示 。 
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[期 
图 7-5 ”细胞 凋 亡 不 同 阶段 电镜 照片 


三 ` 通 过 灾 光 显微镜 对 凋 亡 细 胞 的 形态 学 的 观察 


通过 灾 光 显微镜 和 激光 共聚 焦 扫 描 显 微 镜 对 于 细胞 凋 亡 的 形态 学 观察 则 更 加 淮 
确 ; 更 具有 针对 性 。 一 般 以 细胞 核 染色 质 的 形态 学 改变 为 指标 来 评判 细胞 凋 亡 的 进 

1. 常用 的 DNA 特异 性 染料 

HO 33342 (Hoechst 33342) .HO 33258 (Hoechst 33258) .DAPI, 这 三 种 染料 与 
DNA 的 结合 是 非 垦 入 式 的 ,主要 结合 在 DNA 的 A-T 碱 基 区 。 紫 外 光 激 发 时 发 射 明 
AY We 8 XIE 

2. 基本 操作 方法 

(1) Hoechst 是 与 DNA 特异 结合 的 活性 染料 ,储存 液 用 蒸馏水 配 成 lmg/mL 的 
浓度 ,使 用 时 用 PBS 稀释 成 终 浓度 为 2 一 5pg/mL。 对 于 固定 细胞 和 活 细胞 染色 
Ar Hy 。 

取 普 通 洁净 盖 玻 片 于 0. 1M HCl 过 夜 后 在 70%% 乙 醇 中 浸泡 5min 或 更 长 时 间 ， 
无 两 超 净 人 台 内 吹 干 或 用 细胞 培养 级 PBS 或 0.9% NaCl 等 溶液 洗涤 三 遍 , 再 用 细胞 
培养 液 洗 光一 遍 。 将 盖 玻 片 置 于 六 和 孔 板 内 ,在 盖 玻 片上 加 滴 细 胞 ,培养 过 夜 ,得 到 细 
WEH ,使 细胞 密度 约 为 50% 一 70%% 。 

刺激 细胞 发 生 凋 亡 后 , 吸 尽 培养 液 ,加 入 0. 5mL 固定 液 (4% 多 聚 甲 醛 ) ,固定 
lOmin, 

去 固定 液 , 用 PBS ak 0. 9% NaCl 洗 两 遍 , 每 次 3min, 吸 尽 液体 。 洗 涤 时 可 用 摇 
床 ,或 手动 哆 动 数 次 。 

MA 0. 5mL Hoechst 33258 染色 液 ,染色 5min。 也 可 用 摇 床 ,或 手动 晃动 数 次 。 

用 PBS Ek 0. 9% NaCl YE PG id. BEY 3min。 滴 一 滴 抗 荧光 深 灭 封 片 液 (vector 公 
可 的 vectorshield AN FREE HERA A BRR EA. 使 细 
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Hed Be AR ET J BL» WT) FAR 

EE TE Se oe PF AT ie BS AK. BARK 350nm 左右 ,发 射 波长 
在 460nm 左右 ,如 彩 图 2 所 示 ( 见 彩 页 1)。 

(2) DAPI 为 半 通 透 性 ,用 于 常规 固定 细胞 的 染色 。 储 存 液 用 蔡 饮 水 配 成 
1mg/ ml 的 浓度 ,使 用 终 浓度 一 般 为 0.5 一 Ilmg/mL, 其 染色 方法 与 上 类 似 。 细 胞 凋 
TL ATH Br Ee DAPE 染 色 后 的 荧光 图 像 如 彩 图 3 所 示 ( 见 彩 页 1). 


四 .通过 东 些 特定 分 子 在 细胞 凋 亡 时 定位 的 变化 对 其 进行 荧光 标记 


除了 可 对 细胞 核 进行 当 色 ,观察 其 在 细胞 凋 亡 时 的 变化 来 了 解 细胞 凋 亡 的 情况 ， 
还 能 通过 东 些 特定 分 子 在 凋 亡 时 定位 的 变化 ,对 其 进行 荧光 标记 后 进行 观察 ， 

ie Ae Pt 22 ARR (phosphatidyl serine,PS) 正 常 位 于 细胞 膜 的 内 侧 , 但 在 细胞 油 亡 
的 早期 ,PS 可 从 细胞 膜 的 内 侧 翻 转 到 细胞 膜 的 表面 ,暴露 在 细胞 外 环境 中 。Annex- 
in-V 是 一 种 分 子 量 为 35k 一 36kDa 的 Cat 依赖 性 磷脂 结合 蛋白 ,能 与 PS 高 亲和力 
特异 性 结合 。 将 Annexin-V 进行 荧光 素 (FITC、PE) 或 biotin 标记 ,以 标记 了 的 
AnnexinrV 作 为 菊 光 探 针 , 利 用 流 式 细胞 仪 或 荧光 显微镜 可 检测 细胞 铀 亡 的 发 生 ， 

BB +L A ME Cpropidine iodide,PI) 是 一 种 核酸 染料 , 它 不 能 透 过 完整 的 细胞 膜 ,但 
Pl 能 够 透 过 在 凋 亡 中 的 晚期 细胞 和 死 细 胞 细胞 膜 而 使 细胞 核 红 染 。 因 此 将 
Annexin-V 与 PI 匹配 使 用 ,就 可 以 将 凋 亡 早晚 期 的 细胞 以 及 死 细 胞 区 分 开 来 。 

尽管 这 种 Annexin-PI 双 染 法 更 多 地 采用 流 式 细胞 仪 进行 检测 ,但 有 时 针对 个 别 
细胞 的 情况 ,采用 荧光 显微镜 观察 ,也 不 失 为 一 种 直观 的 方法 。 

1. 标记 方法 

将 正常 培养 和 诱导 凋 亡 的 细胞 谍 片 (如 Hela 细胞 ) 用 70% 乙 醇 固 定 后 ,用 PBS 洗 2 
次 ,加 入 100uL Binding Buffer 和 FITC 标记 的 Annexin-V(20kg/mL)10kL,4C 避 光 
30min, 再 加 人 PI( SO0ng/ ml,) SuL, HE IE RY 5min 后 ,加 入 400uL Binding Buffer, 10min 
后 用 PBS 洗 2 次 ,立即 用 荧光 显微镜 进行 观察 。 如 彩 图 4 所 示 ( 见 彩 页 1). 

2. 注意 事项 

(1) 整个 操作 动作 要 尽量 轻柔 , 勿 用 力 吹 打 细胞 。 

(2) 操作 时 注意 避 光 ,反应 完毕 后 ,尽快 在 一 小 时 内 检测 。 

细胞 涛 亡 同 细 胞 所 经 历 的 其 他 生理 过 程 一 样 ,由 一 个 复杂 的 蛋白 作用 网 络 调控 ， 
因此 对 这 些 蛋 日 的 标记 和 荧光 观察 就 可 以 直观 地 了 人 解 细 胞 凋 亡 的 发 生 和 发 展 过 程 中 
的 细节 ,以 上 两 种 荧光 观察 的 方法 更 多 地 应 用 于 细胞 将 亡 的 研究 之 中 。 


第 三 市 ” 凋 亡 调控 分 子 的 荧光 标记 在 细胞 凋 亡 研 究 中 的 应 用 


细胞 凋 亡 调控 分 子 的 荧光 标记 主要 分 为 两 种 :荧光 分 子 的 融合 表达 标记 ;荧光 分 
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于 的 亲 和 标 记 。 


一 荧光 显微镜 在 对 Survivin 及 其 前 接 体 参 与 的 细胞 凋 亡 研究 中 的 
应 用 


Survivin 是 IAP 家 族 中 的 一 个 特定 成 员 , 它 特异 性 地 在 肿瘤 细胞 中 高 度 表 达 ， 
具有 阻止 细胞 凋 亡 和 调控 细胞 周期 的 双重 功能 ,但 到 目前 为 止 ; 关 于 Survivin 的 细 
胞 定位 以 及 其 抗 凋 亡 机 理 还 处 在 争论 之 中 。 

研究 人 员 发 现 ,Survivin ES RE RCRA Smac 直接 结合 。 通 过 免疫 荧光 
分 析 以 及 激光 共聚 焦 技 术 显 示 Survivin 与 Smac 在 细胞 间 期 共 定 位 于 细胞 质 中 。 
Survivin 抑制 TAXOL 诸 导 的 细胞 阐 亡 很 可 能 是 通过 皇 抗 Smac 的 促 凋 亡 作 用 来 完 
成 的 。 

首先 用 免疫 荧光 染色 的 方法 ,通过 直接 观察 Cytochrome C 和 Smac 在 Hela 细 
胞 中 的 定位 情况 及 其 变化 过 程 来 进一步 验证 Cytochrome C 和 Smac 的 释放 情况 。 
Hela 细胞 在 未 用 Taxol 处 理 时 ,Cytochrome C 和 Smac 的 定位 与 线粒体 特异 荣光 内 
料 MitoTracker Red 完全 重合 ,说 明 它 们 都 定位 在 线粒体 中 ;而 在 Hela 细胞 受到 
Taxol 24h 的 处 理 后 ,发 现 Cytochrome C Al Smac 与 MitoTracker Red 只 有 部 分 重 
合 , 其 他 部 分 却 定位 在 细胞 质 ,证 明 Cytochrome C 和 Smac 可 被 Taxol 诱导 从 线 粒 
体 中 释放 出 来 。 这 些 结果 充分 说 明了 在 Taxol 诱导 的 Hela 细胞 将 亡 过 程 中 , 线 粒 
体 桨 亡 途 径 也 参与 其 中 ,如 彩 图 5 所 示 ( 见 彩 页 2)。 

L 方法 (间接 免疫 荧光 法 ) 

(1) 取出 长 有 细胞 的 盖 玻 片 , 吸 干 上 面 残 留 的 培养 基 司 ,用 适量 预 热 的 PBS W 
洗 细 胞 爬 片 1 一 2 次: 

(2) 吸 去 残留 液体 ,用 4% 的 多 聚 甲醛 /PBS 室温 固定 细胞 约 15 一 20min 

(3) 吸 去 残留 液体 ,用 适量 的 PBS 清洗 细胞 3 次 ,每 次 5~10min; 

(4) 0.05% & Triton X-100/PBS 室温 下 处 理 5 一 10min; 

(5) 用 0.17% Tween/PBS 清洗 细胞 2 次 ,每 次 5~ 10min; 

(6) 用 3% BSA/PBS 封闭 细胞 30min; 

(7) 将 适量 的 含有 一 抗 的 3% BSA/PBS 加 到 含有 细胞 的 盖 玻 片上 ,室温 下 孵 
育 lh; 和 | | 
(8) 吸 去 液体 ,用 0.1% Tween/PBS 清洗 细胞 3 次 ,每 次 5~ 10min; 

(9) 将 适量 的 含有 二 抗 的 3% BSA/PBS MHA A AH BRA LSB Fw 
# th, | | 

(10) WMA, JH 0.1% Tween/PBS 清洗 细胞 3 次 ,每 次 5~ 10min; 

(11) PBS 清洗 细胞 3 次 ,每 次 5 一 10min; 

(12) Wi BAY MitoTracker Red CMXRos 染 细 胞 5~10min; 
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(13) PBS 清洗 细胞 3 次 ,每 次 5 一 10min; 

(14) 最 后 吸 去 残留 的 液体 后 ,在 载 玻 片 中 央 滴 一 滴 抗 泽 灭 剂 ,然后 小 心地 过 上 
长 有 细胞 的 细胞 门 片 , 吸 去 周围 多 余 的 液体 ,用 指甲 油 将 盖 玻 片 四 周 封 固 : 

(15) 在 奖 光 显微镜 下 观察 重 日 定位 情况 。 

2, MitoTracker Red CMXRos 的 使 用 

i A OE FE Be i Dy Es — Be BR CY RI Fs — Ae A 
荧光 分 子 的 抗体 。 前 者 使 用 较 多 ,主要 是 因为 定位 于 线粒体 的 蛋 日 是 我 们 感 兴趣 的 
研究 对 象 。 | 

表 7-2 是 invitrogen 2 7] HY — EJ 72 1 H B P” in Chttp://probes. invitrogen. 
com/handbook/table/0341. html), 


表 7-2 BRR SEER ET BY) SE He SE 





货号 线粒体 标记 探 针 最 大 激发 波长 (nm) | 最 大 发 射 波长 Cnm) | 氧化 状态 
MitoTracker Green FM x . 
M7514 490 516 末 检 测 
(在 正常 情况 下 不 产生 奖 光 ) 
578 ** O99 * x _ 
( 非 氧化 态 不 发 荧光 ) | ( 非 氧 化 态 不 发 荧光 ) 





M22425 MitoTracker Red 580 58] 644 未 检测 


M22426| MitoTracker Deep Red 633 644 665 未 检测 


注 : * 表示 MitoTracker Green FM 在 正常 情况 下 不 产生 荧光 ; ** 表示 非 氢 化 态 不 发 荧光 


若 显 微 镜 的 滤 色 片 是 MitoTracker Red CMXRos, 对 于 活 细 胞 染色 一 般 使 用 
20nM, 对 于 固定 细胞 则 使 用 40nM, 当然 较 低 浓度 的 使 用 是 为 了 避免 非特 异性 的 标 
记 ( 上 有 具体 使 用 方法 可 参考 :http://probes, invitrogen. com/media/pis/mp07510. 
pdf), 

Survivin 除了 可 阻止 细胞 凋 亡 外 , 它 的 另 一 重要 功能 是 参与 细胞 有 丝 分 多 的 调 
H. Skoufias 等 人 报道 ,Survivin 是 一 个 与 着 丝 粒 相关 的 细胞 动 点 蛋白 。 为 了 进 一 
步 验证 这 个 结果 并 探索 Survivin 与 Smac 在 细胞 内 的 分 布 关 系 , 用 GFP 融合 蛋白 的 
方法 在 活 细 胞 内 观察 Smac, Survivin 及 其 突变 体 的 定位 情况 。 首 先 在 Hela 细胞 内 
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成 功 表 达 了 一 系列 相关 和 蛋 日 ,它们 是 GFP, GFP/Survivin, GFP/Surv-BIR, GFP/ 
Surv-D71R 和 GFP/Smac。 在 质粒 转 染 48h 后 ,用 2uM Hoechst 33342 染色 30min 
后 ,在 荧光 显微镜 观察 它们 在 活 细 胞 内 的 定位 ,如 彩 图 6 所 示 ( 见 彩 页 2)。 在 不 同 细 
胞 周期 ,GFP 本 身 在 细胞 内 都 有 广泛 分 布 , 说 明 它 不 会 影响 其 融合 重 日 在 细胞 内 的 
定位 ;而 GFP/Survivin 在 细胞 间 期 定位 于 细胞 质 , 当 细 胞 进入 Metaphase 时 , 它 移 
位 到 central spindle midzone ,并 在 Telophase 定位 在 midbody 中 ,这 进一步 证 明了 
Survivin 在 有 丝 分 裂 中 重要 调控 作用 。 此 外 ,对 Survivin 的 突变 体 的 定位 进行 了 观 
察 分 析 ,发 现 Surv-D71R 在 细胞 间 期 及 Telophase 中 和 野生 型 Survivin 的 定位 情况 
相同 ,但 在 Metaphase 中 Surv-D71R 却 没 有 central spindle midzone 的 定位 ;Sur- 
vivin 的 男 一 突变 体 Surv-BIR 在 细胞 内 的 分 布 与 GFP 完全 相同 ,说 明 它 丧失 了 其 野 
生 型 Survivin 在 细胞 质 .central spindle midzone 或 midbody 的 定位 ,从 而 也 间接 证 
明了 Survivin C $ Ay Coiled-coil 结构 域 对 于 Survivin 的 细胞 周期 调控 功能 是 必要 
的 。 至 于 GFP/Smac ,我 们 发 现 它 在 细胞 间 期 (Interphase) 和 Survivin 的 细胞 分 布 -一 
样 ,也 定位 于 细胞 质 , 但 在 Metaphase 和 Telophase 中 ,其 定位 明显 区 别 于 Survivin, | 
这 在 一 定 程度 上 也 说 明 Smac 不 直接 参与 细胞 有 丝 分 裂 的 调控 ,但 它 在 细胞 间 期 可 
与 Survivin 在 细胞 内 有 共同 的 定位 空间 一 一 细胞 质 ,表明 Survivin 和 Smac 的 结合 
在 细胞 内 的 一 定时 期 是 有 空间 可 能 性 的 。 

其 样本 制备 较 间 接 免疫 菊 光 更 加 简单 ,由 于 细胞 中 GEP RK ET IE, AK 
只 需 在 活 细胞 中 转 染 质粒 后 ,过 夜 ,去 培养 液 , 加 入 Hoechst 染色 即 可 。 

(1) 按 约 (1 X10 ) 一 03X10 ) 细胞 / 孔 的 量 在 六 了 筷 板 中 接种 指数 期 生长 的 细胞 ， 
在 37C .5%CO: 钥 箱 中 培养 过 夜 ,直至 细胞 密度 达 50% ~ 80%. 

(2) 制备 下 列 溶液 : 

方法 A: 在 100yL 不 含 血 清 的 培养 液 中 加 入 1~2pg DNA, 

方法 B: 在 100pL 不 含 血清 的 培养 液 中 加 入 2~25pL LIPOFECTAMINE 试剂 。 
(3) 混合 上 述 两 溶液 , 混 匀 ,室温 放置 15 一 45min, 使 之 形成 DNA 一 脂 质 体 复 
RØ. | 
(4) 用 2mL 不 含 血清 的 培养 液 润 洗 细胞 。 

在 上 述 混合 液 中 加 入 0. 8mL 不 含 血清 的 培养 液 , 混 匀 ,加 到 细胞 中 。 在 37C、 
5%CO: HRA PIE FF 2 一 24h。 

这 里 所 使 用 的 GFP 融合 表达 载体 来 自 CLONTECH 公司 (http;//orders. 
clontech, com/clontech/techinfo/vectors/catle. htmlj)。 下 面 作 简单 介绍 ,如 图 7-6 
FR. l | 

其 GFP 表达 生日 的 最 大 激发 波长 为 479nm, 最 大 发 射 波 长 为 509nm。 除 此 之 外 
该 公司 的 其 他 载体 也 被 广泛 应 用 ,如 应 用 于 在 Survivin 前 切 体 Survivin-deltaEx3 & 
日 序列 中 核 仁 定 位 序列 (NoLS) 和 降解 信号 序列 (degradation signal) 的 鉴定 。 
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STOPs 








GGT ACC GCG GGC CCG GGA TCC ACC GGA TCT AGA TAA CTG ATC A 
KpnI Sacil Aplf Xmal BamH | Xbal* Bel I* 


7-6 GFP 表达 载体 及 其 多 克隆 位 点 图 谱 


通过 构建 了 一 系列 质粒 ,其 中 包括 pEGFP-Ci/Survivin 及 pEGFP-C1/SVV- 
deltaEx3, 并 在 Hela 细胞 中 表达 其 相应 的 GFP MAHA. HA Hoechst 33342 
(2pg/ mL 细胞核 特 异 染 色 剂 ) 处 理 后 通过 欧 光 显微镜 在 活 细 胞 状态 下 观察 重 日 的 
定位 情况 。 在 细胞 间 期 (interphase),GFP/Survivin 定位 于 细胞 质 并 排斥 即 不 定位 
于 细胞 核 ,而 它 的 前 切 体 GFP/SVV-deltaEx3 则 主要 定位 于 细胞 核 质 部 分 (nucleo- 
plasm) 并 排斥 核 仁 Cnucleoliy ,如 彩 图 7 所 示 ( 见 彩 页 2)。 

当 用 和 蛋白酶 抑制 剂 MG132(10xM) 或 ALLN(100pM) 处 理 转 染 后 的 Hela 细 
胞 12h 后 ,GFP/SVV-deltaEx3 定位 发 生 了 变化 , 它 不 仅 定 位 于 细胞 核 质 部 分 而 且 可 
聚集 在 核 仁 ,而 GFP 和 GFP/Survivin 在 蛋白 酶 指 制 剂 MG132 处 理 后 ,细胞 定位 并 
没有 发 生变 化 , 即 疫 有 核 仁 的 聚集 ,说明 SVV-deltaEx3 在 和 蛋白酶 抑制 剂 处 理 下 可 定 
位 于 核 仁 ,如 彩 图 8 所 示 ( 见 彩 页 3). 

为 了 进一步 验证 SVV-deltaEx3 的 核 仁 定位 ,在 Hela 细胞 中 共 表 达 GFP/SVV- 
deltaEx3 和 DsRed/nucleolin(nucleolin 是 一 个 核 仁 蛋白 ,特异 性 定位 于 核 仁 ) ,发 现 
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在 MG132 处 理 后 可 于 DsRed/nucleolin 共 定 位 ,说 明 SVV-deltaEx3 确实 可 聚集 定 
位 于 核 仁 部 分 ,如 彩 图 9 所 示 ( 见 彩 页 3). 

SVV-deltaEx3 蛋白 在 高 表达 时 可 定位 于 核 仁 部 位 ,说 明 此 蛋白 很 可 能 含有 核 仁 
定位 序列 。 为 了 鉴定 这 个 序列 ,Song 等 构建 表达 了 一 系列 SVV-deltaEx3 WA 
段 ,并 且 研 究 了 它们 在 Hela Wie Pw ei. KN) OTF RA GFP/SVV-deltaEx3 
(74-91) 是 具有 核 仁 定位 的 最 小 片段 , 且 它 可 与 DsRed/nucleolin 共 定 位 说 明 它 ( 即 
MQRKPTIRRKNLRKLRRK ) 就 是 核 仁 定位 序列 (NoLS), 序 列 比 较 发 现 它 与 其 他 
NoLS 没有 相同 性 ,但 它们 都 富有 R 和 氨基 酸 。 


二 、 奖 光 显微镜 在 促 尘 亡 重 日 RIP3 核 质 穿梭 特性 鉴定 中 的 应 用 


据 文献 报道 ,RIP3 的 过 量 表 达 可 明显 诱导 肿瘤 细胞 的 油 亡 ,并 初步 确定 RIP3 
具有 诱导 细胞 壮 亡 活性 的 功能 区 域 位 于 其 独特 的 C 端 序 列 ,其 中 RIP3AN223 是 已 
报道 的 具有 诱导 细胞 油 亡 活性 的 最 小 功能 区 域 。 但 是 ,该 区 域 是 一 个 长 为 295 FA 
基 酸 的 序列 , 它 包 括 RIP3 蛋白 整个 C 端 区 域 以 及 kinase domain 部 分 C 端 区 域 , 因 
此 ,RIP3 具有 诱导 细胞 凋 亡 活性 的 最 小 功能 区 域 并 不 清楚 。 此 外 ,关于 RIP3 诱导 
细胞 凋 亡 的 途径 及 分 子 机 制 等 研究 也 显得 苍白 无 力 , 许 多 细节 则 更 是 一 无 所 知 。 我 
们 关于 RIP3 的 研究 也 表明 ,在 没有 任何 外 界 凋 亡 刺 激 因子 存在 的 情况 下 ,RIP3 本 
喘 就 是 一 个 能 迅速 并 强烈 诱导 肿瘤 细胞 效 亡 的 蛋 日 分 子 。 因 此 ,尽快 确定 RIP3 具 
有 诱导 细胞 着 亡 活 性 的 最 小 功能 区 域 对 于 进一步 了 解 和 曾 明 RIP3 F A A E RS 
途径 与 分 子 机 制 等 具有 十 分 重要 的 意义 。 

对 于 某 个 特定 的 重 曰 质 来 说 , 它 在 细胞 组 分 中 的 定位 对 于 该 重 白 发 挥 其 正常 的 生 
物 学 功能 极其 重要 。RIP3 作为 TNF-a 信和 号 转 导 通路 中 的 一 个 中 介 绰 白 分 子 , 通 过 与 
RIP 的 相互 作用 而 募集 到 TNFR] 复合 物 中 ,因此 ,RIP3 一 般 被 认为 主要 定位 于 细胞 质 
中 。 然 而 ,从 现 有 的 文献 报道 来 看 ,关于 RIP3 精确 定位 的 研究 结果 是 不 一 致 的 。 

最 近 的 研究 表明 ,TRADD 能 从 细胞 质 转运 到 细胞 核 中 ,并 且 这 种 转运 是 通过 利 
用 leptomycin B(LMB) M Hl CRM1 介 导 的 细胞 核 输 出 来 调控 的 。 与 TRADD 类 似 ， 
RIP3 同样 也 是 TNF-a 下 洲 的 一 个 接头 蛋 日 并 可 募集 到 TNFR] 信和 与 转 寻 复合 物 
中 ,并 且 被 认为 主要 定位 于 细胞 质 中 ,因此 ,我 们 预测 RIP3 可 能 也 存在 着 与 
TRADD 类 似 的 核 质 穿梭 ，。 

通过 将 GFP-RIP3 瞬时 转 染 Hela 细胞 ,表达 GFP-RIP3 的 Hela 细胞 未 经 LMB 
处 理 ( 即 仅 用 等 体积 的 乙醇 处 理 ) 主 要 定位 于 细胞 质 中 。 但 是 , 当 表 达 GFP-RIP3 的 
Hela 细胞 与 LMB F 37°C3# A 1h 后 ,发 现 GFP-RIP3 的 定位 发 生 了 剧烈 改变 ,GFP- 
RIP3 从 细胞 质 中 迁移 到 细胞 核 中 并 分 布 在 包括 细胞 核 和 细胞 质 在 内 的 整个 细胞 中 ， 
并 且 在 细胞 核 中 有 轻微 的 蓄积 ,提示 RIP3 可 从 细胞 质 迁 移 到 细胞 核 中 ,并 且 RIP3 
从 细胞 核 到 细胞 质 的 有 效 输出 是 依赖 于 CRMI] 的 。 当 用 LMB 处 理 细胞 时 ,RIP3 从 
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细胞 核 的 输出 被 阻 断 ,因此 ,那些 在 细胞 质 中 合成 的 RIP3 蛋白 就 开始 不 断 地 进入 细 
胞 核 并 在 细胞 核 中 蓄积 。 作 为 阴性 对 照 ,我 们 在 同样 条 件 下 检测 了 YFP, (一 种 黄色 
灾 光 重 日 串联 的 三 聚 体 ) 在 细胞 中 的 定位 。 在 没有 LMB 的 情况 下 ,YFP; 主 要 定位 
于 细胞 质 中 。 但 是 , 当 表 达 YFP; 的 细胞 和 LMB 于 37°C 孵育 lh 后 ,与 GFP-RIP3 
明显 不 同 ,YFP; 的 定位 未 发 生 明 显 改 变 , 仍 定位 于 细 质 中 (right panel)。 此 外 ,也 检 
测 了 RIP3 对 LMB 在 4C 条 件 下 处 理 的 效应 。 在 这 种 条 件 下 ,不仅 CRMI 介 导 的 
RIP3 从 细胞 核 的 输出 LMB 的 存在 而 被 阻 断 ,而 且 RIP3 蛋白 主动 的 细胞 核 输 入 也 
因 低 温 而 停 沛 。 正 如 我 们 所 预料 的 ,GFP-RIP3 在 4C 条 件 下 经 LMB 处 理 后 仍 是 细 
胞 质 定 位 (middle panel) ,如 彩 图 10 所 示 ( 见 彩 页 3) 。 

因此 , 综 上 所 述 , 人 研究 的 结果 表明 ,一 方面 RIP3 从 细胞 核 到 细胞 质 的 输出 是 
CRM1 依赖 的 , 另 一 方面 RIP3 蛋白 的 细胞 核 输入 是 一 个 温度 敏感 的 过 程 。 

我 们 在 研究 中 还 构建 了 一 系列 突变 体 , 如 图 7-7 所 示 。 鉴 定 了 RIP3 的 核 输出 及 
核定 位 序列 ,蛋白质 从 细胞 核 中 的 输出 通常 是 由 富 含 亮 氮 酸 的 细胞 核 输 出 信号 所 介 
导 的 ,并 且 除 此 之 外 ,我 们 还 检测 了 NES-2 的 细胞 核 输 出 活性 对 于 LMB 处 理 随 时 
间 变 化 的 情况 语 售 亮 氨 酸 的 细胞 核 输 出 信号 可 与 其 输出 受 体 CRM1 相互 作用 ,这 种 
相互 作用 可 被 LMB 特异 性 地 抑制 。 为 了 测试 这 两 个 NES 对 于 LMB 是 否 敏感 ,我 
们 检测 了 LMB 处 理 对 于 NES-1 和 NES-2 输出 活性 的 影响 效应 ,如 彩 图 11 所 示 ( 见 
彩 页 4)。 


NES-1 NES-2 


255~264 344~354 € 位 LMB 灵 敏 度 
RIP3 CE C Yes 
121 287 518 
D-1)RIP3(224~460) 224 am A 53 () C Yes 
D-2)RIP3(224~428 ) 224 一 一 428 C Yes 
D-3)RIP3(224~358) 22 Aumann 350 C Yes 
D-4)RIP3(224~287) 224 women 287 C Yes 
D-5)RIP3 (288~358) 288 m 358 C Yes 
D--6)RIP3 (359~428) 350 m= 428 N+C ND 


7-7 RIP3 的 各 种 剪接 突变 体 示意 图 及 其 细胞 内 分 布 


” 经 过 仔细 检查 ,在 aa 224-518 区 域 中 初步 拟定 3 个 不 同 的 NLS 样 序 列 。 如 图 
7-8 所 示 , BEB FP >? RRFSIPESGQGGTEMDGFRR?*” (NLS-1) 与 经 典 的 bipartitle 
NLS 类 似 , 其 两 端 各 有 两 个 连续 的 碱 性 氨基 酸 ( 精 氨 酸 ) ,中 间 间 隔 16 个 氨基 酸 。 但 
含有 NLS-1 的 RIP3(288-358)-NES-2m 不 足以 将 GFP 定位 到 细胞 核 中 , 故 NLS-1 
不 是 功能 性 的 NLS, °*? KKCPSLTKRSR*”? (NLS-2)th 5 bipartitle NLS 类 似 , 其 左 
端 含有 两 个 连续 的 碱 性 氨基 酸 ( 赖 氮 酸 ), 右 端 含有 3 个 碱 性 氨基 酸 ( 精 氨 酸 和 束 氨 
ER). FEBR 5 个 氨基 酸 。 然 而 ,含有 NLS-2 的 GFP-RIP3(359-428) 并 不 定位 于 细 
胞 核 中 ,表明 NLS-2 也 不 是 功能 性 的 NLS. ‘*’ PSGKGRGL** (NLS-3) Æ FF 3 _E JE 
BAW A c-Myc 蛋 日 的 细胞 核定 位 信号 ”PAAKRVKL” ,但 是 含有 NLS-3 的 
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GFP-RIP3AN460 并 不 定位 于 细胞 核 中 ,提示 NLS-3 也 不 是 一 个 功能 性 的 NLS, 如 
图 7-8 所 示 。 


TEPSLVYEAVCNRONRPSLAELPQAGPETPGLEGLKELMQLCWSSEPKDR 273 


NES-1 
PSFQECLPKTDEVFQMVENNMNAAVSTVKDFLSQLKSSNRRFSIPESGQG 323 
| NLS- 
GTEMDGFRRTIENQHSRNDVIMVSEWLNKLNUEEPPSSVPKKCPSLTKRSR 373 
NES-2 NLS-2 


AQEEQVPQAWTAGTSSDSMAQPPOTPETSTFRNOMPSPTSTGTPSPGPRG 423 





LPTWGLAPSGKGRGLOHPPPVGSQEGPKDPEA WSRPQGW YNHSGK S18 


NLS-3 
7-3 RIP 的 核定 位 序列 预测 与 鉴定 示意 图 


如 果 仅 仅 从 经 典 NLS 的 共有 序列 上 判断 ,在 该 区 域 中 似乎 并 不 存在 着 具有 功能 
的 NLS, 因 此 ,我 们 认为 在 该 区 域 中 可 能 还 存在 着 一 个 “非常 规 ”* 的 NLS, 从 而 具有 将 
RIP3AN350 定位 到 细胞 核 中 的 能 力 。 基 于 研究 结果 ,缺失 突变 体 RIP3AN350、 
RIP3AN428 .RIP3(429~483) 、RIP3(429 一 472)、RIP3(442 一 483) 和 RIP3(442~ 
472) 均 显 示 相 似 的 细胞 核定 位 。 在 这 6 个 片段 中 ,aa 442 一 472 似乎 是 具有 将 GFP 
靶 问 细胞 核 功 能 的 最 小 片段 ,如 彩 图 12 所 示 ( 见 彩 页 4)。 

因为 比 aa 442 一 472 更 小 的 一 段 序列 aa 451~472 已 玫 失 了 细胞 核定 位 的 功能 ， 
因此 ,我 们 将 aa 442 一 472 定义 为 一 个 “非常 规 ” 的 NLS, 尽 管 该 序列 不 具有 经 典 
NLS 的 任何 特征 。 | 

利用 荧光 显微镜 技术 便于 研究 荧光 和 蛋白 的 融合 表达 ,在 人 研究 凋 亡 调控 埋 昕 的 定 
位 及 其 将 亡 特性 中 起 到 了 重要 作用 。 


SOS ”其 他 荧光 技术 在 细胞 凋 亡 研究 中 的 应 用 


— „Caspase FARM Ith 


Caspase 家 族 在 介 导 细胞 凋 亡 的 过 程 中 起 者 非常 重要 的 作用 ,其 中 Caspase-3 为 
关键 的 执行 分 子 , 它 在 凋 亡 信号 传导 的 许多 途径 中 发 挥 功 能 。Caspase-3 1E A A AS 
原 (32kDa) 的 形式 存在 于 胞 浆 中 ,在 凋 亡 的 早期 阶段 , 它 被 激活 ,活化 的 Caspase-3 由 
两 个 大 亚 基 (17kDa) 和 两 个 小 亚 基 (12kDa) 组 成 ,裂解 相应 的 胞 浆 胞 核 底 物 ,最 终 导 





88 A Bil E D a Be TE BS AR J BB A DF 


x HH Ad al. 1E 7E 2H HE ed oY A eo A ,Caspase-3 的 活性 明显 下 降 

因此 ,定量 地 测定 Caspase-3 AIETE RR BOA Fl cE Be OS Be A ed Do KO) BNE 
菊 光 底 物 和 获 光 分 光 光 度 计 的 广泛 应 用 使 Caspase-3 活性 的 测定 变 得 简单 直观 。 

1. 原理 

这 里 以 invitrogen 的 Caspase-3 assaykit 为 例 , 活 化 的 Caspase-3 AE oe Fe HY SI 
底 物 ,水 解 肽 键 。 根据 这 一 特点 ,设计 出 区 光 物 质 看 联 的 短 肤 Ac-DEVD-R110。 在 
共 价 看 联 时 ,R110 不 能 被 激发 菊 光 , 短 肽 被 水 解 后 释放 出 R110, 自 由 的 R110 才能 
被 激发 发 射 严 光 。 根 据 释 放 的 R110 交 光 强度 的 大 小 ,可 以 测定 Caspase-3 的 活性 ， 
MAT BR Caspase-3 被 活化 的 程度 ,如 图 7-9 所 示 。 


O O O 
H H H 
PEPTIDE LN A Nl PEPTIDE] [| PEPTIDE MN A 0 A NH, 
Ai 


Peptidase C0- 
| 
QO 





Bisamide Monoamide 


Peptidase - 





Rhodamine 110 


7-9 Caspase assay kit 原理 图 


2. 方法 

收获 正常 细胞 或 润 亡 细胞 一 PBS 洗涤 一 制备 细胞 裂解 物 一 加 Z-DEVD- 
R110(Caspase-3 PORK RINE) > 37C 反 应 Lh 一 荧光 分 光 光 度 计 (Polarstar) 分析 
oe 6 ee JE CEx=496nm, Em=520nm), 

同类 产品 在 invitrogen 公司 可 以 购 得 (http://probes. invitrogen. con/servlets/ 
datatable? item=13184 & id= 32102), | 

Caspase inhibitor Z-VAD-FMK 是 被 用 来 抑制 Caspase 活性 的 抗 凋 亡 药 物 。 由 
于 其 与 Caspase 的 较 高 的 亲和力 ,将 其 与 FITC Kae BRA Caspase 的 良好 标记 
物 。 而 这 一 试剂 最 大 的 特点 是 可 以 透 过 细胞 膜 ,用 于 对 活 细胞 的 标记 。 其 储 液 浓度 
为 5mM(DMSO), 使 用 浓度 为 10uM，。 

3. RED HR 

(1) 将 1x10 个 细胞 /mL Jurkat cells 在 RPMI-1640+ 10% FBS 37° .5%CO, 
Hide 2KRBSX10° 个 细胞 /mL; 

(2) 用 0.01% poly-L-lysine solution 处 理 玻 片 备用 ; 
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(3) 在 待 检 细 胞 中 加 入 anti-Fas mAb (Clone CH-11, MBL International) 至 
0. lug/mL,37°C 9% A 3~4h; 

(4) 加 入 CaspACE™ FITC-VAD-FMK 至 10xM , 避 光 反应 20min; 

(5) 300Xg 离心 5min, 用 PBS 洗涤 后 相同 条 件 离心 一 次 后 ,在 PBS 中 重 悬 细胞 
至 1.5X10 个 细胞 /mL; 

(6) 将 细胞 悬 液 加 在 预先 处 理 的 玻 片 上 室温 孵育 并 吸附 5min; 

(7) 避 光 ,并 用 10% 福 尔 马 林 室 温 固 定 30min; 

(8) PBS 洗涤 5min, 重 复 3 xk; 

CO) 封 片 后 用 交 光 显微镜 进行 观察 。 


二 、 和 借 身 表达 调控 元 件 活性 的 玛 光 检测 


在 细胞 生理 学 研究 中 ,报告 基因 成 为 广泛 应 用 于 测量 实验 条 件 影响 效果 的 方便 
工具 ,应 用 范围 很 广 ,包括 分 析 基 因 转录 和 调控 、 受 体 功能 和 细胞 内 信和 号 转 导 途径 、 蛋 
白质 折 秋 和 代谢 病原体 与 宿主 细胞 的 相互 作用 、 基 因 功 能 的 RNAi 抑制 等 。 报 告 基 
因 的 原理 很 简单 :将 易于 观察 的 参数 与 基因 表达 联系 起 来 。 然 而 ,由 于 技术 不 断 发 
展 , 在 特定 情况 下 如 何 选择 最 合适 的 报告 基因 和 最 合适 的 检测 方法 需要 摸索 。 一 般 
来 说 , 当 实验 需要 高 度 灵敏 .准确 定量 ,或 进行 多 个 样品 快速 分 析 时 ,优先 考虑 萤 光 报 
告 基 因 。 

由 于 细胞 本 身 的 复杂 性 ,从 一 个 报告 基因 得 到 的 数据 的 量 可 能 不 足以 获得 可 靠 
的 结果 。 因 此 ,选择 报告 基因 的 首要 考虑 因素 是 确定 单个 报告 基因 是 否 足够 完成 任 
% ,如 果 需 要 更 多 的 信息 量 ,建议 用 双 报 告 基因 。 

由 双 报 告 基因 提供 的 更 多 的 信息 能 通过 两 个 途径 改善 实验 结果 : 

(1) 减 小 随机 变化 ,这 些 随机 变化 可 能 掩盖 有 意义 的 关联 。 

(2) 使 干扰 现象 正 态 化 ,这 些 干 扰 现 象 可 能 存在 于 生物 系统 的 内 部 。 双 莉 光 检 
测 允 许 使 用 者 测量 两 个 报告 基因 的 表达 ,或 者 既 测 量 一 个 报告 基因 ,又 测量 细胞 活 
性 。 在 所 有 情况 下 ,从 一 个 样品 可 以 顺序 测量 两 个 检测 。 大 多 数 检测 试剂 都 为 多 孔 
板 而 优化 。 | 

最 常用 的 双 检 测 的 基础 是 将 萤火虫 曹 光 素 酶 和 海 肾 萤 光 素 酶 的 化 学 相 结合 。 
理 是 这 些 莹 光 素 酶 使 用 不 同 的 底 物 ,于 是 可 以 由 酶 特异 性 来 区 分 。 这 个 方法 由 向 每 
一 样品 中 加 入 两 种 试剂 ,每 个 试剂 加 入 后 测 一 次 萤 光 组 成 。 第 一 个 试剂 激活 萤火虫 
草 光 反应 ;第 二 个 六 灭 萤火虫 董 光 素 酶 同时 启动 海 肾 萤 光 素 酶 反应 

对 于 检测 方法 ,最 常见 的 情况 是 用 终点 检测 法 测量 遗传 报告 基因 。 在 这 些 检 测 
中 ,细胞 在 各 种 培养 条 件 下 先 培养 一 段 时 间 ,然后 被 裂解 ,测量 积累 在 这 些 细胞 中 的 
新 合成 的 报告 基因 。 当 然 , 在 有 条 件 时 ,也 可 以 对 活 细胞 进行 非 裂解 性 的 报告 基因 检 
测 。 这 些 检 测 允 许 持续 地 监测 活 细胞 中 的 报告 基因 表达 ，。 
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一 进程 起 关键 作用 。 而 蛋白 的 转录 主要 和 转录 因子 给 其 靶 DNA 序列 即 promoter 
的 活性 有 关 。 而 对 于 转录 因子 的 鉴定 及 promoter 区 活性 的 测定 ,都 离 不 开启 光 系 
酶 报告 基因 检测 体系 的 使 用 。 

下 面 对 promega 公司 的 Dual-Luciferase® Reporter Assay System 作 简 单 介绍 。 

此 处 使 用 的 绚 光 素 酶 报告 基因 载体 是 pGL3 系列 ,如 图 7-10A、7-10B 所 示 。 
包括 : 
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A7-10A ”PGL3 报告 基因 系统 表达 载体 图 谱 示意 图 
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pGL3-Control Vector, pGL3-Basic Vector, pGL3-Promoter Vector 和 pGL3- 
Enhancer Vector(http://www. promega. com/vectors/pgl3bas. txt). 

萤 光 素 酶 报告 基因 载体 系列 pGL3 ,为 定量 具有 调节 哺乳 动物 基因 表达 潜在 能 
力 的 各 种 因子 的 活性 提供 一 个 分 析 基 础 。 这 些 可 以 是 顺 式 或 反 式 作用 因 了 于 。 经 重新 
设计 ,pGL2 萤 光 素 酶 报告 基因 载体 系列 的 骨架 成 为 了 pGL3 系列 载体 的 骨架 ,提高 
了 表达 量 。 重 新 设计 包括 对 萤火虫 (Photinus pyralis) 萤 光 素 酶 的 编码 区 进行 修饰， 
使 其 在 被 转 染 的 真 核 细胞 中 能 进行 最 优 转 录 活 性 监控 。 这 个 遗传 报告 基因 的 检测 快 
速 .灵敏 并 且 定 量 准 确 。 另 外 , 莹 光 素 酶 报告 基因 载体 系列 具有 各 种 不 同 特性 ,能 大 
助 了 解 所 研究 的 假设 调节 序列 的 结构 特征 。 
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1. 特点 

d) 易于 使 用 :位 于 luc 基因 5 末端 的 Neo 工 位 点 允许 使 用 这 个 惟一 的 Neo] 
位 点 制造 与 报告 基因 融合 的 蛋白 。 

(2) 灵活 ;可 从 位 于 多 克隆 位 点 区 的 Sma I 位 点 插 人 平 端 片段 于 多 克隆 位 点 区 ， 
然后 被 其 他 限制 性 内 切 酶 从 两 边 切 下 。 

(3) 多 功能 :在 紧 靠 luct 基因 下 游 创 造 的 Xba I 位 点 可 促进 mRNA 3 不 翻译 区 
的 插入 或 亚 克 隆 营 光 素 酶 基因 ，。 

由 情 火 虫 蛋 光 素 酶 催化 的 生物 发 光 的 原理 如 图 7-11 所 示 。 


COOH O- 
4 0 
N 活化 N 
URS + ATP + O ps I [+ AMP + PPi + CO; + Light 


图 7-11 和 莹 火 虫 莹 光束 酶 催化 的 生物 发 光 原 理 


这 种 重 日 不 需要 翻译 后 加 工 , 所 以 一 旦 翻译 立即 产生 报告 活性 。 在 所 有 的 化 学 
发 光 反 应 中 , 它 的 光 产 物 具 有 最 高 的 量子 效率 ,因而 非常 灵敏 。 另 外 ,在 宿主 细胞 及 
检测 试剂 中 均 检测 不 到 背景 发 光 。 

对 于 检测 仪器 ,如 表 7-3 所 示 ,TurnerBiosystems 公司 的 TD-20/20 型 莉 光 发 光 
计 是 一 种 灵敏 而 且 多 用 途 的 萤 光 发 光 计 ,特别 为 检测 应 用 广泛 的 遗传 报告 基因 萤 光 
条 酶 而 设计 。 该 型 莉 光 发 光 计 既 可 检测 细胞 提取 物 的 莉 光 ,也 可 检测 表达 萤 光 素 酶 
基因 的 活 细胞 中 的 萤 光 。 此 莹 光 发 光 计 使 用 菜单 驱动 的 软件 进行 萤 光 素 酶 检测 和 普 
洛 麦 格 公司 的 双 莹 光 素 酶 报告 基因 检测 ,其 样品 槽 配置 灵活 ,可 容纳 一 系列 型 号 的 试 
管 及 35mm 培养 下 ,并 具有 宽泛 的 动力 学 范围 (10: 相对 草 光 强度 单位 [RLU], 可 扩 
展 到 10" RLU) 。 仪 器 体积 小 (23.5X25X21cm) ,可 放 进 狭小 空间 。 

% 7-3 PERS RAR RT RRA 

T 获 光 光度 计 ( 单 样品 7 产品 目录 号 
Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 Genetic 
Reporter Instrumentation Packge for Stabilized Assays £2041 
Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 Genetic Reporter 
Instrumentation Package for Stabilized Assays with Printer E2051 
Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 Genetic 
Reporter System with Single Auto Injector E2351 
Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 Genetic 
Reporter System with Dual Auto Injector E2361 
Turner Designs Luminometer Model TD-20/20 Genetic Reporter 


Instrumentation Package with Printer, Auto Injector System E2061 
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2. 操作 方法 

(1) 将 4 体积 水 加 入 1 体积 5x 裂解 缓冲 液 , 使 用 前 在 室温 下 平衡 。 仔 细 地 将 
生长 培养 基 从 竺 检 细 胞 吸出 ,用 PBS 漂洗 细胞 。 此 过 程 必须 仔细 ,不 要 接触 贴 壁 细 
胞 。 尽 可 能 多 地 将 漂洗 用 PBS 吸出 。 

(2) 加 入 足够 的 1 X 裂解 缓冲 液 (CCLR，RLB 或 PLB) 以 覆盖 细胞 (例如 : 
400uL/60mm H} Jk M, 900uL/100mm 培养 四 或 96 FL AR EL 20uL), atl FE fe AW 
RLB, 324i — iG RB LA PR HE Sc eR. PPL, J GFE BK UR EP AR 
RP Se ee AW. AM FRO CO AH A AR KEEP BD 
管 中 ,将 离心 管 置 于 冰 上 。 

(3) 旋涡 震荡 离心 管 5 一 10s, 然 后 以 12 000X g 离心 15s( 室 温 ) 或 2min(4°C). 
将 上 清 液 转移 至 一 个 新 的 试管 中 ， 

(4) 将 100pL 蒙 光 素 酶 检测 试剂 加 入 莹 光 光 度 计 试管 中 ,每 支 试管 一 个 样品 。 

(5) 将 莹 光 光 度 计 的 程序 设置 为 :2s 延迟 及 10s 蓝光 素 酶 活性 测量 读数 。 如 果 
有 足够 的 光 产 生 ,读数 时 间 可 缩短 。 

(6) 将 20pL 细胞 裂解 液 加 入 装 有 莹 光 素 酶 检测 试剂 的 蔓 光 光度 计 试 管 中 , 吹 打 
或 轻微 旋涡 震荡 以 混合 。 

(7) 将 副 光 光度 计 试 管 置 于 莉 光 光度 计 中 并 开始 读数 。 如 果苗 光 光 度 计 未 与 打 
印 机 或 计算 机 相连 ,记录 读数 。 

要 注意 的 是 ,在 开始 实验 前 ,确定 蓝光 光度 计 的 光 检 测 线形 范围 非常 重要 ,因为 
当 光 强 高 时 , 曹 光 光度 计 会 出 现 信 号 饱和 情况 。 为 了 得 到 光 单 位 与 酶 相对 浓度 相对 
应 的 标准 曲线 ,需要 使 用 加 入 mg/mL BSA 的 1X 裂 解 缓 冲 液 对 董 光 素 酶 (纯化 的 
明光 系 酶 或 细胞 裂解 液 ) 进 行 系列 稀释 。 必 须 加 入 BSA 以 避免 蔓 光 素 酶 因 吸 附 而 
损失 ， 

在 细胞 凋 亡 的 研究 中 ,p53 作为 重要 的 调控 因子 ,其 自身 表达 水 平 及 其 作为 一 系 
列 onco-protein 的 转录 调节 因子 的 分 子 机 制 一 直 是 人 们 关注 的 焦点 。 这 也 就 成 为 草 
光 素 酶 报告 基因 检测 体系 充分 发 挥 作 用 的 好 场所 。 
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生物 界 中 的 每 一 种 细胞 都 具有 自己 的 特征 ,不 仅 形 态 不 同 而 且 大 小 各 异 , 或 者 胞 
内 颗粒 的 多 少 不 同 ,或 者 特异 性 表面 分 子 也 有 所 不 同 。 即 使 是 同一 种 细胞 也 可 以 根 
据 细 胞 表面 分 子 的 特征 或 胞 内 细胞 因子 的 分 记 谱 不 同 或 其 他 差异 ,而 分 成 不 同 的 亚 
类 ,如 NK 细胞 可 以 根据 表明 CD56 分 子 表达 的 强度 分 为 CD56bright 和 CD56dim 
细胞 ;T 细胞 根据 分 泌 的 细胞 因子 不 同 分 为 Thl 和 Th2 细胞 等 。 在 对 各 种 细胞 特征 
进行 检测 时 可 以 采用 免疫 荧光 、 免 疫 组 化 以 及 流 式 细 胞 术 等 多 种 实验 技术 。 其 中 流 
式 细 胞 术 能 够 快速 高 效 地 在 单 细胞 水 平 上 检测 这 些 细胞 的 各 种 特征 ,同时 还 可 以 对 
其 中 某 些 特征 进行 定量 检测 ,这 是 其 他 技术 所 不 能 比拟 的 。 流 式 细 胞 本 得 到 的 是 细 
胞 整体 量化 的 指标 ,而 荧光 显微镜 得 到 的 只 是 一 个 形态 构象 。 因 此 流 式 细胞 术 在 细 
胞 生物 学 .细胞 与 分 子 免疫 学 等 研究 中 已 得 到 了 广 演 地 应 用 ， 


第 一 节 检 测 细 胞 的 特征 


一 \ 表 型 的 分 析 


(一 ) 原理 / 

细胞 表面 通常 表达 大 量 的 CD 分子, 细胞 因子 受 体 等 分 子 ,这 些 分 子 在 不 同 的 组 
胞 表达 的 种 类 和 数量 是 不 同 的 ,从 而 不 同 的 细胞 有 着 不 同 的 表面 分 子 表达 谱 , 因 此 利 
用 流 式 细 胞 仪 检测 细胞 的 表面 分 子 表达 谱 可 以 将 不 同 的 细胞 进行 区 分 ,例如 工 细胞 
是 CD3 十 TCR 十 CD56-, NK 细胞 是 CD3-CD56 十 。 机 体 不 同 细胞 之 间 的 比例 发 生 改 
变通 常 与 疾病 状态 密切 相关 ,如 炎症 早期 ,中 性 粒 细 胞 增多 ;艾滋 病 病 人 的 CD4 十 工 
细胞 比例 减少 ;白血病 病人 整个 淋巴 细胞 的 比例 都 会 改变 ,临床 上 的 白血病 的 人 锡 疫 学 
分 型 就 是 用 流 式 细胞 仪 来 分 析 的 。 

(二 ) 方法 

1. 制备 单 细 胞 悬 液 

将 获得 的 细胞 用 PBS i 2 did, HH 100uL PBS Bre. 

淋巴 细胞 可 以 用 Ficoll 离心 法 或 红细胞 裂解 法 取得 ;培养 的 贴 壁 细 胞 要 经 过 消 





种 八 章 ” 流 式 细胞 术 在 细胞 生物 学 中 的 应 用 95 


化 ( 胰 酶 消化 可 能 会 影响 细胞 表面 菜 些 分 子 的 表达 ) ,悬浮 细胞 可 直接 使 用 ;组 织 中 的 
淋巴 细胞 可 以 用 机 械 破碎 法 或 酶 消化 法 取得 。 流 式 分 析 所 需 细胞 的 数量 ,若是 采用 
灾 光 直 标 抗体 则 为 (2x10 )~(3x10 ), 若 是 采用 荧光 二 抗 的 间 标 抗体 则 适当 增 量 ， 
因为 中 间 需 要 洗 的 次 数 较 多 。 

2. 封闭 

加 入 适量 的 封闭 血清 或 非特 异性 的 IgG,4C 30min, 

封闭 的 目的 是 降低 非特 异性 吸附 ,因为 许多 细胞 表面 通常 表达 Fc 受 体 ,可 以 与 
lg 分 子 的 Fe 段 结合 。 虽 然 Ig 分 子 的 Fc 段 存在 种 属 差异 ,但 此 段 蛋白 质 序列 高 度 保 
SF ,不 能 排除 跨 种 属 结合 的 可 能 性 ,而且 所 采用 的 封闭 血清 或 非特 异性 的 IgG BR 
与 所 用 的 特异 性 抗体 同 种 型 , 即 如 果 所 用 的 特异 性 抗体 是 mouse anti-human 的 抗 
体 , 则 用 小 鼠 的 血清 或 非特 异性 的 IgG 做 封闭 ; 若 所 用 的 特异 性 抗体 是 rat anti- 
mouse 的 抗体 , 则 用 大 鼠 的 血清 或 非特 异性 的 IgG 做 封闭 。 此 过 程 不 需要 洗涤 。 

3. 标记 

(D 加 入 适量 的 特异 性 抗体 ,4C 避 光 30min, 然 后 用 PBS 洗 两 遍 。 

通常 采用 标记 二 抗 , 若 采用 直 标 抗体 , 则 跳 过 此 过 程 。 细 胞 标记 一 般 是 先 标记 需 
要 用 二 抗 的 抗原 ,再 进行 直 标 抗体 的 标记 。 

(2) 加 入 适量 的 荧光 标记 的 特异 性 抗体 (或 者 二 抗 ) ,或 荧光 标记 的 同型 对 照 抗 
fK 4°C RIE 30min, 

所 加 抗体 的 量 与 试验 的 细胞 数 .抗体 的 效 价 等 有 关 ,需要 自己 在 试验 中 摸索 。 同 
型 对 照 抗 体 是 指 与 特异 性 抗体 同 种 型 的 抗体 ,如 :所 用 特异 性 抗体 为 FITC-mouse 
anti-human CD3 抗体 ,抗体 的 亚 型 为 IgGi, 那 么 同型 对 照 抗 体 就 为 FITC-mouse 
IgG, ,同型 对 照 抗 体 不 具有 抗原 特异 性 , 主要 用 来 评估 细胞 本 底 荧 光 强 度 。 

4. 检测 | 

用 PBS Yt Paid, FA 300pL PBS 重 悬 ， 亿 全 
上 机 检测 。 ] 

重 悬 液体 量 与 细胞 数 有 关 , 若 细胞 数 ]】 ” -副本 
较 多 ,可 以 适当 增加 液体 量 。 上 机 检测 时 ， | Lae a 
PBS 中 可 加 入 0.5% BY NaN; ,以 利于 流 oo 
式 细 胞 仪 管道 的 防腐 。 

(三 ) 预期 结果 

用 流 式 细胞 仪 分 析 细 胞 首先 得 到 细胞 
的 加 有 特征 , 即 细胞 的 大 小 和 胞 内 颗粒 的 
多 少 , 这 分 别 通 过 前 癌 光 (FSC, Front ee ee ee 
Scatter ,表示 细胞 大 小 ) 和 侧 向 光 (SSC， 0 FSC-H 233 
Side Scatter ,表示 细胞 内 颗粒 的 多 少 ) 的 数 。 msi 人 外 周 血 白 细胞 的 流 式 分 析 结果 
值 来 体现 ,如 图 8-1 所 示 。 淋 巴 细胞 e 


SSC-H 
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(Lymphocytes) 体 积 最 小 , 胞 内 颗粒 最 少 ;而 中 性 粒 细 胞 (Neutrophils) 体 积 最 大 , 胞 
内 颗粒 最 多 ; 单 核 细胞 (Monocytes) 介 于 两 者 之 间 。 

对 图 8-1 中 的 淋巴 细胞 、 中 性 粒 细胞 和 单 核 细 胞 分 别 进行 设 门 ,检测 其 中 CD3 
与 CD4 的 表达 ,可 以 看 出 CD3 和 CD4 只 在 淋巴 细胞 中 表达 ,而 在 其 他 两 种 细胞 中 无 
表达 ,如 图 8-2 Ara. 


淋巴 细胞 单 核 细 胞 中 性 粒 细胞 
10" ) 0 












10° eee = ‘i a: 10° N: 
10° 10' 16 10° 10 10 10 (10° 








8-2 CD3 和 CD4 在 淋巴 细胞 、 中 性 粒 细胞 各 单 核 细胞 中 的 表达 


(四 ) 注意 事项 | 

(1) 在 使 用 流 式 细胞 仪 的 检测 中 ,除了 样品 检测 管 之 外 ,还 需要 空白 对 照 ( 用 来 
调节 检测 电压 ) ,车 使 用 两 种 以 上 的 荧光 , 则 需要 每 种 荧光 的 单独 对 照 (用 来 调节 荧光 
间 的 补偿 ) (参考 本 书 第 十 八 章 第 六 节 )。 

(2) 车 检测 中 使 用 了 非 直 标 抗 体 ,如 亲 和 素 一 生物 素 间 标 抗体 、 二 抗 等 , 则 先 染 
间 标 抗体 ,再 染 直 标 抗 体 , 几 种 不 同 颜色 的 直 标 抗体 可 以 同时 染 。 

(3) 数据 分 析 时 要 对 目的 细胞 进行 设 门 。 在 通常 情况 下 ,同一 类 型 的 细胞 的 大 
小 、. 胞 内 疾 粒 的 多 少 近似 呈正 态 分 布 , 在 流 式 细胞 术 中 表现 为 聚 团 现象 ,因而 比较 容 
易 将 目的 细胞 群 分 离 出 来 ,这 一 过 程 称 为 设 门 。 对 特定 细胞 进行 设 门 分 析 , 使 其 结果 
更 准确 。 


— fA HA M 


(一 ) 胞 内 细胞 因子 

1. 原理 | 

机 体内 许多 细胞 特别 是 淋巴 细胞 ,在 受到 外 界 刺 激 后 会 分 泌 细 胞 因子 ,来 调节 目 
身 或 其 他 细胞 的 功能 。 检 测 胞 内 细胞 因子 的 含量 ,可 以 部 分 反映 细胞 的 功能 。 由 于 
在 生理 条 件 下 ,单个 细胞 内 细胞 因子 含量 较 少 ,不 容易 被 流 式 网 胞 仪 检 测 到 ,所 以 通 
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常 给 与 一 定量 的 多 克隆 刺激 剂 (如 PMA) ,同时 阻 断 细 胞 因子 向 胞 外 分 泌 ( 如 Brefel- 
din A #fl monensin) ,这 样 可 以 检测 微量 的 胞 内 细胞 因子 。 

2. 方法 

(1) 收集 细胞 ,用 PBS 洗 一 遍 , 计 数 ,用 完全 培养 基调 至 5X10 细胞 /mlL，, 取 
1 mL 加 入 24 筷 板 中 。 

(2) 每 孔 加 入 luL img/mL 的 i0n0mycin( 终 浓度 为 jyg/ml,) 和 25p1 2ng/ mL 
的 PMA( 终 浓度 为 50ng/mL), 同 时 加 入 lub 10ug/mL 的 monensin( 终 浓度 为 
10ng/mL) 或 者 10ulL lmg/ml Brefeldin A( 终 浓度 为 10pg/mL) ,37C、 5%CO, $ 
育 4h。 

PMA 为 多 克隆 细胞 刺激 剂 ,ionomycin 为 Ca” 离子 通道 活化 剂 ， 它们 可 以 活化 
绝 大 部 分 淋巴 细胞 ,以 增强 细胞 因子 的 分 泌 。Monensin 或 Brefeldin A 为 蛋白 质 转 
运 抑制 剂 , 可 以 抑制 细胞 因 了 于 被 释放 到 细胞 外 。 细 胞 在 4h 的 强 刺 激 后 ,可 能 会 发 生 
Walt KA DNA 释放 ,导致 细胞 粘 结 成 团 ,影响 检测 结果 ,所 以 可 以 在 收集 细胞 前 ， 
每 筷 加 一 定量 的 DNA 酶 ，37'C 5 %CO, KR 5~10min, 

(3) 收集 细胞 ,用 PBS 洗 两 次 ,用 100kL PBS 重 悬 细胞 ,加 和 适量 Fe 2 APR r 
剂 ,4C 避 光 放 置 30min, 

(4) 加 入 适量 的 特异 性 表面 标记 荧光 抗体 或 独特 型 对 照 抗 体 ,4C 避 光 放置 
30min, 

(5) 用 PBS 洗 两 遍 , 用 100pL HAERERAA., FS EE 20min, [Ale R 
HA ROR EBA OSK~44YHSRPR. 

(6) 用 PBS 296 Paid . 0 200 pL OF AR a E ek A Hd PNG E Fe 受 体 阻 断 剂 ,常温 避 光 
放置 30min。 穿 膜 液 有 效 成 分 主要 为 0. 1% 的 皂 素 。 固 定 液 和 穿 膜 液 都 有 商用 试 
章 ,可 直接 购买 。 | 

(7) WM AGE BE 5 be ic AY a PS BAB a pk ae ah TR aE 
#8 lh, 

(8) 用 PBS MN ,用 300uL PRS 重 悬 细胞 ,上 机 检测 。 

3. 预期 结果 | 

如 图 8-3 所 示 , 这 是 检测 外 周 血 淋巴 细胞 中 IFN-r 和 IL-4 的 结果 ,在 正常 情况 
下 ,JIFN-r 分 泌 量 较 多 (比例 约 15% ~40% ), M IL-4 则 较 少 (比例 约 1 上 一 5 贤 )， 

4. 注意 事项 

(D 穿 膜 液 可 能 会 使 细胞 表面 抗原 脱落 ,或 者 使 已 经 标记 的 抗体 脱落 ,或 者 使 搞 
体 上 的 奕 光 发 生 洋 灭 , 从 而 导致 细胞 表面 的 严 光 量 下 降 ， 

(2) PMA 和 ionomycin 的 刺激 是 必须 的 ,因为 在 自然 状况 下 ,单个 细胞 本 身分 
沁 的 细胞 因子 的 量 很 少 ,通常 超出 流 式 细胞 仪 检测 下 限 , 如 图 8-4 所 示 。 此 外 ， 
Brefeldin A 和 monensin 等 重 已 质 转运 折 制 剂 也 是 必须 的 ,因为 细胞 因子 在 胞 桨 内 
合成 后 很 快 会 分 泌 到 细胞 外 ,会 导致 胞 内 细胞 因子 含量 和 下降, 如 图 8-5 上 所 示 。Brefel- 
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din A 和 monensin 对 胞 内 细胞 因子 的 检测 几乎 差不多 ,个 别 有 少 许 差 蜡 , 推 荐 使 用 
monensin, 因为 试验 成 本 相对 低 些 。 


IFN-y 
LL-4 


] 





8-3” 流 式 检测 淋巴 细胞 胞 内 IFN-y 和 IL-4 
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图 8-4 ”细胞 在 刺激 与 不 刺激 的 状态 下 ,细胞 因子 分 泌 量 的 差异 
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A 经 BrefeldinA 处 理 B 经 Monensin 处 理 C 未 经 抑制 剂 处 理 
104 , 10° . 
EE 10° 
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= 10-4 |: 
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8-5 ”在 胞 内 细胞 因子 检测 中 ,蛋白 质 转运 抑制 剂 对 检测 的 影响 . 


(二 ) 胞 内 信号 分 子 

1. 原理 

当 细 胞 表面 的 受 体 和 配 体 结合 后 ,可 以 活化 细胞 内 的 信号 通路 ,致使 信号 分 子 磷 
酸化 ,进一步 影响 目的 基因 的 表达 。 这 些 磷酸 化 信号 分 子 被 特异 性 荧光 抗体 标记 后 ， 
可 以 被 流 式 细胞 仪 检测 。 与 信和 号 分 子 常用 的 检测 方法 Western Blot 相 比 , 流 式 细胞 
仪 速度 快 ,所 需 细 胞 量 小 ,可 以 对 单 细胞 进行 定量 。 

例如 :图 8-6 的 A 中 有 3 种 样品 ,样品 1 是 空白 对 照 ,磷酸 化 蛋白 的 平均 含量 为 
1 ;样品 2 是 有 较 多 的 细胞 发 生 磷 酸化 ,而 水 平 较 弱 ,磷酸 化 蛋白 的 平均 含量 为 5; 样 
m 3 是 较 少 的 细胞 发 生 磷酸 化 ,但 水 平 较 高 ,磷酸 化 蛋白 的 平均 含量 为 5。 


AREA ie a 


FE th 3 





平均 值 1 


i 
An 








C 样品 经 流 式 细胞 仪 检测 
|, 样品 1 细 | ”样品 2 gj a 样品 3 
胞 | ， 把 让 网 
i RUU : 
一 荧光 强度 Te HE 3R BE 
{ 10 o AR 1 10 100 1 10 100 


注 :A 图 样品 中 的 1.10.50 分 别 指 胞 内 磷酸 化 重 白 的 含量 
8-6 MAMER Western Blot 检测 结果 的 比较 
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由 于 Western Blot 是 检测 群体 平均 水 平 , 所 以 后 两 种 样品 在 Western Blot 中 几 
乎 一样 ,然而 在 流 式 细 胞 仪 当 中 却 出 现 较 大 的 差异 ,样品 2 是 较 多 的 细胞 存在 低 水 平 
磷酸 化 ,样品 3 是 较 少 的 细胞 存在 高 水 平 磷酸 化 。 

2. 方法 

(1) 常规 培养 的 细胞 ,收集 前 12h 换 液 ,以 保证 细胞 处 于 良好 的 营养 状态 ;外 周 
血 单个 核 细胞 分 离 后 常规 培养 过 夜 即 可 用 于 实验 。 

(2) 收集 细胞 ,用 PBS 洗 两 遍 , 重 新 悬浮 于 无 血清 无 细胞 因子 的 新 鲜 培 养 基 ， 
37'C .5%CO, 温 箱 中 孵育 2 一 4h。 

饥饿 细胞 以 降低 信号 分 子 的 本 底 水 平 , 但 时 间 不 宜 过 长 ,以 防 细胞 启动 抗 凋 亡 机 
制 ,致使 相关 信和 号 分 子 活化 。 

(3) 刺激 或 抑制 细胞 信号 分 子 的 活化 。 根 据 试 验 需 要 ,加 入 适量 的 细胞 因子 或 
其 他 刺激 剂 ,或 者 是 细胞 信和 号 通路 的 抑制 剂 ,刺激 或 抑制 一 段 时 间 后 ,离心 收集 细胞 ， 
用 PBS 洗 两 遍 。 

(4) 用 100pL 固定 液 重 全 细胞 ,第 温 避 光 放 置 20min, 用 PBS YEP. KARA 
EW. 

(5) 加 入 适量 的 特异 性 表面 标记 荧光 抗体 或 独特 型 对 照 抗 体 ,4C 避 光 放置 
30min, AW PBS 4 Bik. 

(6) FA— 20°C dK BBY 90% FA RE Be ELVE A CAIA 10min, A PBS YER 
遍 , 离 心 收 集 细胞 。 : 

甲醇 兼 有 固 和 宇和 穿 膜 的 作用 。 此 步骤 离心 转速 要 高 于 平时 ,因为 细胞 在 甲醇 中 
不 易 沉淀 。 

(7) 用 200uL 穿 膜 液 重 悬 细胞 ,加 入 适量 一 抗 或 独特 型 对 照 抗 体 ( 一 抗 为 单 抗 ) 
或 rabbit IgG( 一 抗 为 多 抗 ) ,常温 避 光 放置 1h。 

(8) 用 PBS 洗 两 遍 ,用 100yL 穿 膜 液 重 悬 细胞 ,加 入 适量 特异 性 荧光 标记 二 抗 ， 
ACRAS 1h。 

(9) 用 PBS 洗 两 遍 ,用 300pL PBS 重 悬 细胞 ,上 机 检测 。 

3. 预期 结果 

如 彩 图 13 所 示 ( 见 彩 页 4), 上 图 为 同一 浓度 刺激 剂 在 不 同 作 用 时 间 下 对 细胞 的 
ERK RIARI Me] 1S min 最 大 ,然后 减弱 。 下 图 为 不 同 浓度 刺激 剂 在 相同 作 
用 时 间 下 对 细胞 的 ERK 途径 磷酸 化 的 影响 ,刺激 剂 浓 度 越 大 ,磷酸 化 程度 越 高 。 

流 式 能 够 清楚 地 从 混合 细胞 群体 (如 PBMC) 中 检测 出 发 生 磷 酸化 的 细胞 群 , 如 
彩 图 14 所 示 ( 见 彩 页 4) ,在 不 同 的 刺激 下 ,都 只 有 CD3 十 CD4 十 细胞 的 ERK 才 发 生 
Be PLL . 

4. 注意 事项 

里 醇 能 降低 标记 于 细胞 表面 的 抗体 的 数量 ,导致 外 标 荧光 量 的 下 降 , 可 以 采用 先 
闫 定 罕 膜 染 内 标 ,最 后 染 外 标的 方法 。 但 是 这 种 方法 并 不 适用 于 所 有 的 外 标 抗体 , 因 
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为 有 的 抗体 不 能 识别 固定 过 的 抗原 。 


第 二 节 ”检测 细胞 的 增殖 和 凋 亡 状态 


一 \ 用 FI 染色 法 分 析 细 胞 的 增殖 和 凋 亡 


以 有 丝 分 裂 方式 增殖 的 细胞 ,从 一 次 分 裂 结束 到 下 一 次 分 裂 结束 所 经 历 的 过 程 ， 
称 为 细胞 周期 。 它 包括 DNA 合成 前 期 (G1 期 ),DNA 合成 期 (S 期 ),DNA 合成 后 期 
(G: 期 ) ,分 裂 期 (M 期 ) 和 G 期 即 指 细 胞 处 于 阻 留 的 状态 ,如 图 8-7 中 A 所 孙 。 各 
期 细胞 内 DNA 的 含量 各 不 相同 ,GoG, 期 细胞 的 DNA 含量 最 少 (2 倍 体 ),S 期 DNA 
的 合成 量 增加 ,G:*/M 期 DNA 含量 最 多 ,为 4 倍 体 期 ,如 图 8-7 中 B 所 示 。 细 胞 的 增 
殖 和 凋 亡 是 两 个 相反 的 过 程 , 当 细胞 增殖 时 ,DNA 的 合成 增加 ,而 当 细 胞 处 于 凋 亡 
状态 时 ,DNA 合成 下 降 , 而且 会 断裂 成 小 的 片断 。 检 测 细 胞 DNA 的 含量 是 反映 细 
胞 状态 的 一 种 方法 。 


DNA 分 析 





A 细胞 周期 示意 图 B 不 同 细胞 局 期 中 DNA 含量 示意 图 
| 图 8-7 

BLL FR Be (propidine iodide，PD) 是 一 种 核酸 染料 ， EAU AER, 使 
其 发 出 效 光 。 而 细胞 的 荧光 量 和 胞 内 核 苷 酸 的 含量 成 正比 ,从 而 间接 反映 细胞 的 
状态 。 

1. 方 法 

(1) 常规 培养 的 细胞 ， 收集 前 12h 换 液 ， 以 保证 细胞 处 于 良好 的 营养 状态 ,加 和 人 
细胞 刺激 剂 或 凋 亡 诱导 剂 ,再 培养 一 段 时 间 ,收集 细胞 ,用 PBS Be Pi 

(2) 用 70% BY 2, eS eC EES 1 一 2h, 其 间 要 多 次 混 匀 ,以 保证 细胞 
苑 分 固定 。 

固定 的 样品 可 以 在 4C 储 存 几 周 ,70% 的 乙醇 兼 有 固定 和 穿 膜 两 种 作用 。 
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(3) 取 10 个 细胞 ,用 PBS Be Baad » LA ZS Pt ZF 

AG Ba RE TOR Ay A A HE 

(4) 加 入 50uL 100U/mL 的 RNA 酶 /PBS AK. 37°C BCH. 30min, AR RNA 
的 干扰 。 

(5) 加 入 PI 溶液 ( 终 浓度 为 10pg/mL) ,室温 放置 30min, 上 机 检测 。 

2. 预期 结果 

如 图 8-8 所 示 ,这 是 正常 细胞 的 PI 染色 结果 ,包括 一 个 高 而 细 的 Go/G 峰 ,一 个 
相对 平缓 的 S 期 平台 ,和 一 个 矮 而 粗 的 G;/M 峰 , 对 各 个 峰 的 面积 进行 拟 合 统计 ,就 
得 出 细胞 处 于 各 个 细胞 周期 中 比例 。 

如 图 8-9 所 示 , 这 是 PI 检测 调 亡 细胞 的 结果 ,由 于 细胞 凋 亡 时 染色 体 DNA 断裂 
成 许多 碎片 ,从 而 在 正常 的 Geo/G, 峰 前 面 出 现 一 个 凋 亡 峰 , 统 计 其 面积 在 整体 面积 
的 比例 就 是 凋 亡 细胞 的 比例 。 





(Co 一 (| G.-M 
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8-8 流 式 检测 正常 组 胞 周期 的 结果 8-9 流 式 检测 凋 亡 细胞 周期 的 结果 


如 图 8-10 所 示 ( 左 图 为 正常 , 右 图 为 细胞 阻 灌 于 G/M 期 的 结果 ), 这 是 利用 细 
胞 周期 阻 断 剂 将 细胞 阻 汪 于 G/M BAR AG SR 





0 200 400 600 800 1 000 O 200 400 600 800 1 000 
Pi PI 


图 8-10 细胞 周期 被 阻 灌 的 结果 
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3. 注意 事项 
在 加 入 PI 前 ,细胞 要 用 RNA 酶 处 理 。 因 为 PI 也 可 以 与 RNA 部 分 结合 ,从 而 
使 检测 结果 反 频 的 近似 细胞 整体 核 圭 酸 水 平 , 如 图 8-11 Bm. 





处 理 未 处 理 
350 350 

相 280 相 ?280 

对 对 

细 210 | 细 210 

yy 140 | 数 140 

= w4 f = 70 

0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1 000 

PI(FL3-H) PI(FL3-H) 


8-11 用 和 不 用 RNA 酶 处 理 细 胞 的 结果 比较 


二 检测 细胞 闭 亡 PI 和 Annexin-V 


正常 情况 下 ,磷脂 酰 丝氨酸 (Phosphatidylserine，PS) 正 常 位 于 细胞 膜 的 内 侧 ， 
但 在 细胞 凋 亡 的 早期 ,PS 可 从 细胞 膜 的 内 侧 翻 转 到 细胞 膜 的 表面 ,暴露 在 细胞 外 环 
境 中 。Annexin-V 是 一 种 分 子 量 为 35 ~36kDa 的 Cat 依赖 性 磷脂 结合 蛋白 ,能 与 
PS 高 亲和力 特异 性 结合 。 将 Annexin-V 进行 获 光 素 (FITC、PE) 或 biotin 标记 ,以 
标记 了 的 Annexin-V 作为 荧光 探 针 ,利用 流 式 细 胞 仪 或 荧光 显微镜 可 检测 细胞 凋 亡 
的 发 生 ,如 图 8-12 所 示 。 


FITC 标 记 的 | 
Arnexin | 






图 8-12 Annexin-V 与 凋 亡 细胞 结合 示意 图 
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碳化 丙 啶 (PID) 不 能 透 过 正常 的 细胞 膜 ,但 在 凋 让 中 晚期 的 细胞 和 死 细 胞 ,PI 能 
够 透 过 不 完整 细胞 膜 而 使 细胞 核 染色 。 因 此 将 Annexin-V 与 PI 匹配 使 用 ,就 可 以 
将 阐 亡 早晚 期 的 细胞 以 及 死 细 胞 区 分 开 来 。 

1. 方法 | 

C1) 常规 培养 的 细胞 ,收集 前 12h 换 液 ,以 保证 细胞 处 于 良好 的 营养 状态 ,加 入 
细胞 刺激 剂 或 调 亡 诱导 剂 ,再 培养 -一段 时 间 ,收集 细胞 ,用 PBS 36 BY a 

C2) 标记 细胞 表面 。 大 是 细胞 系 , 则 不 需要 这 些 步骤 。 

(3) Annexin-V 24 4 R R Ut PU a» FN 100p1 Annexin-V 结合 缓冲 液 重 悬 细 
胞 ,加 入 适量 的 FITC-Annexin-V ,常温 避 光 放置 15min 。 

Annexin-V 45 4 A thy AE Ca’* 的 PBS, Annexin-V 与 PS 结合 是 Ca2+ 依 
赖 的 。 

(4) Annexin-V 结合 缓冲 液 洗 两 遍 , 用 400p1. Annexin-V 结合 缓冲 液 重 悬 
细胞 ， | 

右 是 不 需 染 PL, WE A A AR UE He EL. FR HE AH R EE PI, 则 加 入 
PI 溶液 终 浓度 为 l0ug/mL, SARE lOmin 后 上 机 监测 (此 步骤 不 用 洗 ,要 在 Ih 内 
上 机 检测 ， PA TOC RE TaD 50 PI 容易 渗入 细胞 中 ， F BUR ATE). 

2. 预期 结果 

如 图 8-13 所 示 , 在 加 入 将 亡 诱导 剂 6h 后 ,出 现 Annexin-V 单 染 细胞 增多 ,此 时 
细胞 膜 的 极 性 发 生 仿 转 ,12bh 后 Annexin-V 和 PI 双 染 细胞 增多 ,此 时 细胞 膜 的 通 透 
性 已 改变 。 


PI 





T o le lp io 10 10 1 lọ i0 10 10 i0 IF io 
~ Annexin FITC Annexin FITC Annexin FITC 


Annexin -VO 


; a 8-13 Pl 和 Annexin-V nM 

3. 注意 事项 
(1) 洗 液 中 一 定 要 含有 Cat ,因为 Annexin-V 与 PS 结合 是 Ca2+ 依赖 的 
(2) 加 入 FI 后 不 可 放置 过 长 时 间 ,以免 造成 假 阳 性 。 

“(3) 整个 试验 过 程 中 动作 要 轻柔, 训 免 对 细胞 造成 过 度 的 损伤 
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PZT ”定量 检测 可 溶性 蛋白 质 (CBA 技术 ) 


长 期 以 来 ,科学 工作 者 都 希望 可 以 从 单个 样本 中 一 次 检测 多 个 可 溶性 的 目的 蛋 
日 ,并且 获得 高 精确 度 的 数据 。 虽 然 常规 的 蛋白 分 析 方 法 很 多 ,如 ELISA , Western 
Blot 等 ,但 是 Western Blot 只 能 做 到 半 定 量 ,ELISA 一 次 反应 只 能 监测 一 个 指标 。 
如 来 检测 多 个 指标 要 消耗 大 量 样 本 ,而 且 分 批 操作 导致 组 间 差 异 增 大 ,从 而 使 数据 的 
可 徘 性 降低 。 近 来 ,BD 公司 推出 了 一 种 基于 流 式 细胞 仪 检测 平台 的 液 相 多 重 蛋 白 
术 (Cytometric Bead Array,CBA). 它 是 利用 一 系列 痰 光 强 度 不 同 的 微 球 , 同 
时 分 析 样 本 中 多 种 可 溶性 成 分 的 检测 方法 。 每 种 CBA 微 球 大 小 一 致 ,分 别 具 有 特 
定 的 灾 光 强度 ,并且 包 被 有 适用 于 特定 分 析 ( 如 其 他 抗体 或 可 溶性 蛋白 ) 的 特异 性 挤 
体 , 提 供 了 类 似 ELISA 孔 板 类 似 的 捕获 表面 ,可 检测 特异 性 的 目的 蛋白 。 与 ELISA 
相 比 ,CBA 最 重要 的 特点 是 能 同时 检测 单一 样本 中 的 多 个 目的 蛋白 .检测 所 需 样 本 
量 小 ` 灵 敏 高 度 高 。 
1]. 原理 
CBA 是 将 不 同 的 捕获 抗体 (capture antibody) 包 被 在 不 同 荧光 强度 的 微 球 
(beads) 上 形成 捕获 微 球 (capture beads) ,捕获 微 球 和 待 测 样品 溶液 混合 后 , 微 球 上 
四 特 算 性 抗体 就 与 样品 中 相应 的 抗原 或 蛋白 结合 ， 骨 加 入 灾 光 标记 的 检测 抗体 ,形成 
三 明治 夹心 复合 物 ,就 可 以 被 流 式 细胞 仪 检测 ,如 图 8-14 所 示 
ELISA 





捕获 抗体 捕获 微 球 


A 


”抗原 (细胞 浆 ) 荧光 标记 的 检测 抗体 
图 8-14 CBA 检测 原理 示意 图 


CBA 的 每 种 微 球 携带 有 一 种 或 多 种 不 同 强度 的 荧光 ,在 流 式 细胞 仪 的 荧光 检测 
通道 由 通过 检测 微 球 菊 光 强 度 的 差异 对 目的 蛋白 定性 :检测 抗体 带 有 另外 颜色 的 贡 
区 ,通过 检测 其 荧光 信号 的 强度 来 定量 目的 蛋白 ,如 图 8-15 所 示 。CBA 的 每 种 微 球 
他 有 两 种 不 同 强度 的 荧光 ,如 彩 图 15 所 示 ( 见 彩 页 4) ,在 流 式 细胞 仪 两 个 荧光 检测 
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通道 上 表现 出 不 同 的 一 系列 的 点 ,从 而 形成 了 可 同时 检测 几 十 种 甚至 上 百 种 目的 蛋 
日 的 阵列 (Array ) 。 


各 种 被 分 析 物 









Pic PE 的 抗体 ,发 
出 与 被 分 析 物 成 比例 
的 FL2 荧光 亮度 





不 同 强度 的 荧光 微 球 


图 8-15 CBA 检测 同时 多 种 抗原 示意 图 
2. 方法 
(1) 常规 培养 的 细胞 ,收集 前 12h 换 液 ,以 保证 细胞 处 于 良好 的 营养 状态 ,加 入 
细胞 信号 刺激 剂 或 抑制 剂 ,再 培养 一 段 时 间 ,收集 细胞 ,用 PBS 洗 两 遍 。 
(2) 提取 样品 细胞 的 胞 浆 蛋 白 ,稀释 成 合适 的 浓度 ,如 图 8-16 所 示 。 


SuL 250uL 250uL 250uL 250uL 250uL 250ul. 250ul. 250uL 


yr WOW 





10xBulk Top 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 
standard Standard Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution Dilution 
Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube Tube 


图 8-16 标准 品 稀释 方法 


通常 采用 含 去 污 剂 (如 Triton X-100 等 ) 的 裂解 液 来 提取 细胞 或 组 织 的 胞 浆 蛋 
日 ,提取 的 胞 浆 绰 白 可 保存 于 一 70C ,以 备 以 后 检测 所 用 。 胞 浆 蛋 白 的 含量 应 大 于 
lmg/mlL, 各 种 细胞 的 胞 浆 和 蛋白 的 含量 不 完全 相同 ,要 在 具体 的 试验 中 估计 。 如 
Jurkat 细 胞 系 的 含量 大 约 为 100 一 200ug/10* 细胞 ,而 PBMC 大 约 为 20 一 50g7/108 
细胞 。 

(3) 按 一 定 的 浓度 和 比例 ,用 样品 稀释 液 稀 释 标 准 品 。 

(4) 在 每 个 样品 加 入 适量 的 捕获 微 球 ( 带 有 被 第 三 和 第 四 通道 检测 的 荧光 ) 和 检 
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测 抗 体 (PE 标记 ) ,充分 振荡 混 匀 ,室温 避 光 4h。 
捕获 微 球 使 用 前 要 振荡 混 匀 ,因为 微 球 和 常 沉 于 管 底 。 
(5) 用 wash buffer 洗 一 遍 ,8 000rpm,5min, 用 300pL wash buffer $ &., EPL 


检测 。 


上 机 前 要 用 标准 微 球 对 机 器 的 电压 和 补偿 做 调节 。 


3. 预期 结果 


C1) 先 测 定 不 同 浓度 的 标准 品 的 获 光 强度 ,得 到 其 平均 荧光 密度 (MFI) ,由 标准 
品 的 浓度 和 MFI 值 作 出 标准 曲线 (纵横 坐标 轴 都 为 对 数 ) ,如 图 8-17A 8-178 所 示 。 


0 Units/mL ËR ME ih 





10 10 1 10 I0 
FL2-Height 


125 Units/mL 标准 品 


10 10° 12 «10 10 
FL2-Height 


15.6 Units/mL 标准 品 


10 0 10 10 10" 
FL2-Height 


1 000 Units/mL 标准 品 


10° 10' 10 10 10 
FL2—Height 


图 8-17A 流 式 检测 不 同 浓度 的 标准 品 的 荧光 强度 
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8-17B 由 不 同 浓度 的 标准 品 的 荧光 密度 做 出 的 标准 曲线 


(2) 检测 样品 的 MFI 值 , 然 后 在 标准 曲线 中 查 出 相对 应 的 浓度 ,如 图 8-18 所 示 。 
10° 





10° 10 10 10° 10° 10° 10 10 10° 10° 
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图 8-18 不 同样 品 的 检测 结果 及 定量 分 析 
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第 四 节 纯化 特定 的 细胞 


一 . 原 理 


在 细胞 生物 学 研究 中 ,研究 者 常常 需要 对 单一 细胞 的 特性 进行 检测 分 析 , 这 就 需 
要 将 某 一 特定 细胞 从 一 个 混合 体系 中 分 离 纯 化 出 来 ,如 将 NK 细胞 从 淋巴 细胞 分 离 
纯化 出 来 。 分 离 纯 化 的 细胞 要 有 和 较 高 的 纯度 ( 汪 95%), 而 且 基 本 保持 原 有 的 活性 ,能 
够 在 进一步 的 功能 实验 中 使 用 。 常 规 的 物理 法 (不 连续 密度 梯度 离心 ) 不 可 能 达到 较 
高 的 纯度 ;化 学 法 (抗体 清除 等 ) 又 对 细胞 活性 有 损害 , 且 纯 度 不 够 ; 磁 珠 法 虽然 可 以 
在 纯度 和 活性 上 达到 要 求 ,但 它 只 能 做 到 单 参数 的 分 选 ( 最 多 是 双 参 数 , 但 影响 
活性 )。 

流 式 细胞 仪 利用 对 目的 细胞 液 滴 加 电荷 ,然后 利用 电场 的 作用 ,使 加 电 的 细胞 发 
生 偏 转 , 来 纯化 特定 细胞 。 流 式 细胞 仪 纯 化 细胞 相对 于 其 他 方法 具有 高 速 ( 理 论 峰 值 
为 3 万 个 /s) .高 纯度 ( 盖 98 人 ) .多 参数 ( 流 式 能 检测 的 所 有 参数 都 可 以 用 来 做 分 选 指 
你 ,可 以 将 其 进行 多 种 组 合 , 从 而 分 选 出 不 同 的 细胞 ) 等 特点 。 

”加 电 的 细胞 液 滴 在 电场 中 发 生 仿 转 的 ,被 不 同 的 接受 管 所 接受 ,从 而 纯化 细胞 ， 

如 彩 图 16 所 示 ( 见 彩 页 5)。 


Z.» 法 
(1) 常规 细胞 染色 ( 见 本 章 第 一 节 ) ,或 经 GEP 等 荣光 载体 转 染 的 细胞 。 


(2) 流 式 分 选 。 整 个 过 程 与 分 析 时 相同 ,只 不 过 将 分 析 得 到 的 某 些 特定 细胞 群 
分 选 出 来 。 


如 图 8-19 所 示 , 这 是 利用 流 式 细胞 仪 将 PBMC 中 CD56bright A CD56dim 细胞 
纯化 的 结果 。 





110 2H He AE Ee FE ie AN J E A ine FA 






Deleted—CD56bright 


分 选 前 


PE-CD56 


Deleted—~CD56dim 





10 10 4010 40° 


PE-CYS5-CD3 


图 8-19 流 式 分 选 CD56 bright #1 CD56 dim 细胞 的 结果 


(1) 保证 整个 过 程 中 的 无 菌 操作 。 
(2) 仪器 操作 者 要 调 好 液 流 和 延迟 。 


IL RICE AN NE Fr FS WEE “PAY Dir A 


组 胞 骨架 (cytoskeleton) 是 指 真 核 细胞 中 的 蛋白 纤维 网 络 结构 。 由 于 光学 显 微 
倍 的 分 辨 率 的 限制 , 直到 20 世纪 60 年 代 后 ,人 们 才 逐 渐 认 识 到 细胞 骨架 的 客观 
AF AE. 

2H Hed Fr 2E H fk ZZ (microfilament) , WA (microtubule) #1 fa] ZF AE Cintemediate 
filament) 构 成 。 微 丝 确 定 细胞 表面 特征 ,使 细胞 能 够 运动 和 收缩 ; 微 管 确定 膜 性 细胞 
úy (membrane-enclosed organelle) 的 位 置 和 作为 膜 泡 运输 的 导轨 :中间 纤维 使 细胞 
具有 张力 和 抗 剪 切 力 。 微 丝 . 微 管 和 中 间 纤 维 位 于 细胞 质 中 ,又 称 胞 质 骨架 ,它们 均 
由 单 体 和 蛋 日 以 较 弱 的 非 共 价 键 结合 在 一 起 ,构成 纤维 型 多 聚 体 ,很 容易 进行 组 装 和 去 
BR A ee ,这 正 是 实现 其 功能 所 必需 的 特点 。 

细胞 骨 染 (如 图 9-1 所 示 ) 不 仅 在 维持 细胞 形态 .承受 外 力 、 保 持 细胞 内 部 结构 的 
有 订 性 方面 起 重要 作用 ,而 且 还 参与 许多 重要 的 生命 活动 ,如 在 细胞 分 裂 中 细胞 骨 哥 
穴 引 染色 体 分 离 ;在 细胞 物质 运输 中 ,各 类 小 泡 和 细胞 器 可 沿 着 细胞 骨架 定向 转运 ; 
在 肌肉 细胞 中 ,细胞 骨架 和 它 的 结合 蛋白 组 成 动力 系统 ;在 白细胞 的 迁移 、 精 子 的 游 
动 ,神经 细胞 轴 突 和 树 突 的 伸展 等 方面 都 与 细胞 骨架 有 关 。 另 外 ,在 植物 细胞 中 , 细 
my Who E A ink 22 





| Ea tare 


[nd 
ww e 
_ "ie ~ 





B 神经 细胞 
马达 和 蛋白” 肌 动 重 日 微 丝 


_— 
TEE 





A EAE C 分 裂 细胞 


(1) 纺 构 与 文 撑 (2) 胞 内 运输 (3) 收 缩 与 运动 (4) 空 间 组 织 
图 9-1 细胞 骨架 示意 图 
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胞 骨架 指导 细胞 壁 的 合成 。 | 

广 闵 的 细胞 骨架 还 包括 核 骨 如 (nucleoskeleton)、 核 纤 层 (nuclear lamina) 和 细胞 
外 基质 (extracellular matrix) ,它们 互相 牵连 ,形成 贯穿 于 细胞 核 细胞质 .细胞 外 的 
一 体 化 网 络 结 构 。 


第 一 市 菊 光 技术 在 微 丝 骨架 研究 中 的 应 用 


一 \ 概 $ 


微 丝 ,又 称 肌 动 蛋白 纤维 (actin filament) 或 纤维 形 肌 动 和 蛋白 (F-actin) ,是 指 真 核 
细胞 中 由 肌 动 蛋白 (actin) 组 成 ,直径 为 7nm 的 骨架 纤维 。 肌 动 蛋白 是 微 丝 的 结构 成 
分 ,分子量 为 43kDa。 肌 动 蛋 白 单 体 外 观 呈 哑铃 状 ,存在 于 所 有 真 核 细 胞 中 , 肌 动 蛋 
白 在 真 核 细胞 进化 过 程 中 相当 保守 , 肌 动 蛋白 基因 家 族 编码 许多 结构 相关 而 功能 迎 
弄 的 集 日 亚 型 ,它们 调节 肌肉 组 织 的 收缩 , 且 控 制 着 非 肌 肉 细 胞 的 形态 与 运动 。 在 哺 
扎 动 物 和 马 类 细胞 中 至 少 已 分 离 到 6 种 肌 动 蛋白 ,4 种 称 为 a- 肌 动 蛋 白 ,分 别 为 横 纹 
肌 \ 心 肌 、 血 管 平滑 肌 和 上 肠 道 平 滑 肌 所 特有 , 男 两 种 为 f 肌 动 蛋白 和 7- 肌 动 蛋白 , 见 
于 所 有 肌肉 细胞 和 非 肌 内 细胞 胞 质 中 。 不 同类 型 肌肉 细胞 的 o- 肌 动 蛋白 分 子 一 级 
结构 ( 约 400 个 氨基 酸 残 基 ) 仅 相差 4 一 6 个 氨基 酸 残 基 ,B- 肌 动 蛋 白 或 7- 肌 动 蛋 白 与 
oR SLL BEA 25 个 氨基 酸 残 基 。 显 然 这 些 肌 动 蛋 和 白 基 因 是 从 间 一 个 祖 
先 基因 进化 而 来 。 

微 丝 是 由 球形 肌 动 蛋白 (G-actin) 单 体形 成 的 多 聚 体 。 肌 动 蛋 白 单 体 具有 极 性 ， 
装配 时 呈 头 尾 相 接 , 故 微 丝 具有 极 性 。 微 丝 的 分 子 结构 尚 无 定论 ,传统 理论 认为 微 丝 
是 由 两 条 肌 动 蛋白 单 链 呈 右手 螺旋 盘 绕 形成 的 纤维 ,近年 来 则 倾向 于 认为 微 丝 是 由 
一 条 肌 动 绰 白 单 体 链 形成 的 右手 螺旋 。 在 大 多 数 非 肌 肉 细 胞 中 , 微 丝 是 一 种 动态 结 
构 ,持续 进行 组 装 和 解 聚 ,通过 这 种 灵活 的 重 排 , 肌 动 蛋白 骨架 在 体内 支撑 着 从 骨骼 
肌 刚 性 的 肌 动 球 蛋 自 阵列 到 成 纤维 细胞 运动 的 片 状 伪 足 等 的 多 种 多 样 的 细胞 内 
结构 。 

目前 ,体内 外 微 丝 标 记 技术 已 非常 成 熟 , 除 了 actin 的 抗体 之 外 ,实验 室 常 用 的 
标记 微 丝 的 探 针 有 毒 昔 肽 、Jasplakinolide 和 绿色 荧光 蛋白 (GFP)。 

毒 草 肽 是 一 种 由 毒 曹 (amanita phallodies) 产 生 的 双环 杆 肽 , 毒 萤 肽 与 微 丝 有 强 
业 台 作用 ,使 肌 动 蛋白 纤维 稳定 ,抑制 解 从 ,主要 包括 鬼 笔 环 肽 (phalloidin) WX BE 
环 肽 (phallacidin) 。 葡 光 或 者 生物 素 耦 联 的 毒 草 肽 可 在 纳 摩 尔 水 平 特异 性 地 结合 
F-actin, 基 于 其 水 洲 性 的 特点 , 耦 联 过 的 毒 草 肽 可 以 很 方便 地 用 来 定性 和 定量 标记 组 
AA ,培养 细胞 及 非 细 胞 样品 。 耦 联 过 的 毒 草 肽 对 不 同 大 小 的 微 丝 有 相同 的 亲 和 
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力 , 均 可 以 1 : 1 进行 结合 。 和 其 他 的 肌 动 蛋白 抗体 不 同 , 毒 蔓 肽 只 与 F- 肌 动 蛋白 绪 
合 , 但 是 结合 特性 并 不 因 物 种 不 同 而 改变 , 毒 草 肽 的 非特 异性 结合 基本 上 可 以 忽略 不 
计 , 因 此 信号 和 硝 景 的 对 比 度 非常 高 。 毒 荤 肽 通过 降低 临界 浓度 (大 约 30 倍 ) 促 进 肌 
动 蛋白 单 体 的 聚合 ,同时 毒 曹 肽 的 结合 对 细胞 松弛 素 、. 钾 离子 和 温度 上 升 造成 的 微 丝 
的 解 聚 有 抑制 作用 。 因 为 毒 曹 肽 非常 小 ,直径 为 12 一 14A ,分 子 量 小 于 2 000kDa, 因 
此 与 看 联 过 痰 光 素 的 毒 蔓 肽 的 结合 并 不 影响 肌 动 蛋白 与 很 多 其 他 肌 动 蛋白 结合 蛋白 
的 相互 作用 ,包括 肌 球 蛋白 、 原 肌 球 蛋白 和 DNase I 等 。 更 重要 的 是 ,结合 有 毒 草 肽 
的 微 丝 仍然 保持 相应 的 功能 : 毒 草 肽 标记 的 甘油 处 理 过 F 
A LAF HEET DATE ae Ek Ae th AT LA ee HO AN 

AB ALER HARDE. Jasplakinolide 是 从 海绵 Jaspis <<“ 
johnstoni 里 分 离 出 来 的 大 环 肽 ,如 图 9-2 所 示 。 它 在 体 | 

AXT WL oh E A A RR BY BES VE. Td ae A EE 

的 结合 肌 动 蛋白 结合 位 点 (Kd 一 15nM) Jasplakinolide A 0 oA 
有 一定 的 渗透 性 ,因此 可 以 用 于 活 细胞 中 的 肌 动 蛋白 聚 ”0 Mp 
合 实 验 研 究 。Jasplakinolide MFA BHA ADEE HC HC 

增值 的 特性 使 其 在 肌 动 蛋白 调节 的 细胞 粘连 .细胞 迁 CN CH 
移 . 胞 吾 及 赛 泡 的 分 选 和 释放 等 细胞 生命 活动 研究 中 起 

到 了 重要 作用 。 


A FAK Be KY) RIERA: Alexa Fluor 系列 .Oregon Green 系列 ‘BODIPY 
RA FITC, Rhodamine, Texas Red 等 。 


9-2 KU 


A E Ro Eh 22 OR EE 


实验 中 ,选择 胃壁 细胞 (gastric parietal cell) 作 为 模式 系统 来 研究 胃酸 分 泌 过 程 
中 的 细胞 骨架 动力 学 。 胃 壁 细胞 的 优点 在 于 : 极 化 现象 明显 , 顶 膜 与 底 膜 分 开 , 同时 
还 可 以 较 容易 地 得 到 生物 化 学 研究 应 用 所 和 需 的 大 量 细胞 。 极 化 上 皮 细 胞 具有 非常 重 
要 的 生理 功能 ,如 膜 蛋 白 的 运输 及 分 滋 物 外 吐 。 上 皮 细 胞 所 具有 的 不 对 称 性 与 胞 质 
襄 泡 和 质 膜 的 相互 作用 ,以 及 细胞 骨架 的 结构 与 调节 有 关 。 壁 细胞 作为 一 种 特 化 的 
上 皮 风 胞 ,具有 明显 的 与 其 功能 活性 有 关 的 形态 学 特征 。 顶 膜 是 由 一 系列 独特 的 小 
管状 结构 组 成 ,这 些小 的 管状 结构 从 整个 细胞 的 表面 及 表面 突起 收缩 形成 , 且 具 有 管 
间 连接 。 在 静 息 的 壁 细 和 胞 中 ,这 些 顶 部 襄 泡 表面 内 衬 短 而 粗 的 微 绒毛 ,它们 主要 由 肌 
动 蛋白 微 丝 以 及 结合 蛋白 支撑 着 。 在 整个 胞 质 空间 内 ,含有 很 多 富 含 H+ ,K+-AT- 
Pase 的 膜 结构 ,形态 学 上 它们 主要 以 误 泡 .小 管 以 及 涨 泡 形式 存在 ,通常 称 之 为 富 仿 
H* ,K*-ATPase 的 管状 时 泡 。 壁 细胞 一 旦 被 激活 分 泌 胃 酸 , 将 发 生 一 系列 形态 学 变 
化 。 虽然 由 于 光学 显微镜 的 限制 ,胃酸 分 泌 的 细胞 生物 学 研究 进展 缓 惕 ,但 是 19 世 
纪 晚 期 Golgi 的 细致 组 织 学 观察 已 经 发 现 处 于 分 泌 状 态 的 壁 细胞 表面 管状 结构 的 膨 
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大 。 电 子 显微镜 图 像 也 清晰 地 表明 :处 于 最 大 程度 刺激 的 壁 细胞 的 管状 结构 空间 扩 
张 , 具 有 伸 长 的 微 绒 毛 的 项 膜 面积 明显 扩大 ,同时 胞 质 管状 压 泡 数量 减少 。 大 量 的 数 
据 都 支持 膜 循 环 假设 理论 。2002 年 ,科学 家 们 利用 高 压 与 快速 冷冻 技术 制备 骨 辟 细 
胞 进行 电子 显微镜 观察 并 对 其 三 维 结构 进行 分 析 , 更 为 精确 地 证 实 了 胃壁 细胞 活化 
过 程 中 形态 学 上 的 变化 。 根 据 高 压 电 镜 观 察 结 果 所 构建 的 模型 清晰 地 证 实 了 管状 喜 
泡 腊 从 质 膜 中 分 离 ,同时 还 进一步 证 实 了 早期 利用 化 学 固定 技术 进行 的 研究 结果 。 
此 外 ,利用 这 种 新 的 固定 方法 发 现 大 量 的 壁 细胞 中 心 体 在 胞 质 内 形成 了 一 个 广泛 错 
综 的 网 络 。 因 为 实验 已 表明 胃酸 分 泌 与 氧化 代谢 存在 紧密 耦 联 , 所 以 探 明 中 心 体 动 
学 可 酸 分泌 是 否 存 在 联系 以 及 它们 间 的 联系 程度 如 何 将 是 十 分 有 意义 的 工作 。 
据 壁 细胞 超 微 结构 以 及 胃壁 细胞 形态 改变 的 电镜 上 照片 和 其 他 很 多 实验 证 据 ， 
科学 家 们 提出 了 胃酸 分 泌 过 程 模 型 (如 图 9-3 所 示 ) :胃壁 细胞 中 有 大 量 的 管状 囊 泡 ， 
A PRAY Wh Fr ia AY at RE CH ,K+ -ATPase)。 当 胃壁 细胞 受 刺 激 后 ,管状 圳 泡 向 
项 膜 移 动 ,并 与 项 膜 融 合 , 使 微 绒毛 辐 管 腔 内 急剧 伸 长 ,大 大 增加 了 项 膜 面积 ,为 极 大 
限度 地 容纳 质子 巢 况 定 了 基础 。 同 时 , 原 管状 早 泡 腊 上 的 H ,K-ATPase 也 随 之 
转移 到 质 膜 , 将 H 运送 至 胞 外 。 在 这 个 过 程 中 ,还 可 以 看 到 肌 动 蛋白 微 丝 随 着 微 绒 
毛 的 伸 长 而 伸 长 。 当 刺激 消失 后 , 质 膜 表面 的 H . K°-ATPase AA 返回 到 
胞 质 内 。 上 胃酸 分 泌 是 一 个 管状 囊 泡 与 质 膜 融合 并 且 循 环 的 过 程 , 涉 及 膜 转 运 (mem- 
brane trafficking) , 细胞 骨架 重 排 (cytoskeleton remodeling) , AW Æ% (endocytosis) 、 处 
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E 9-3 壁 细胞 酸 分 泌 过 程 中 的 顶 膜 骨架 重 排 示 意图 
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It (exocytosis) ,以 及 信号 转 导 (signal transduction) 等 过 程 。 

图 9-4 为 含 ATPase 的 圳 泡 运输 循环 示意 图 ,并 列 出 了 参与 循环 的 和 集 昌 质 处 于 
静 奶 状态 的 壁 细胞 中 , 非 活性 的 胞 质 管 状 陡 泡 (tubulo- vesicles, TVs) P A Jit FAR 
H ,K -ATPase。 促 分 泌 系 的 刺激 引起 定 状 上 完 泡 的 转 位 并 最 终 叶 致 质 子 介 的 活化 。 
一 旦 刺激 减 罚 ,质子 巢 将 内 化 并 终止 酸 分 泌 。 可 调 的 管状 赛 泡 循环 分 为 下 列 步 又 : 


一 一 ~ ~ 一 一 一 一 ~ 一 一 





9-4 AERE H, K- ATPase 的 管状 圳 泡 循环 示意 图 


(1) 锚 定 。 含 有 H? ,K+-ATPase 及 内 因子 的 管状 囊 泡 锚 定 在 靶 向 膜 的 活化 区 。 
由 于 K” 较 低 的 通 透 性 ,H ,K -ATPase 失 活 。 销 定 可 定义 为 守 泡 膜 与 由 特异 的 蛋 
日 如 VAMP-2,syntaxins, SNAP-25 以 及 胞 吐 蛋 白 复合 物 SEC6/8 调节 的 靶 向 膜 之 
间 的 最 初 联系 或 相互 作用 。 锚 定 出 现在 吕 泡 与 项 膜 之 间 ( 异 型 ) 以 及 歧 泡 腊 本 身 之 间 
(同型 ); 

(2) 引发 。 锁 定之 后 ,管状 宫 泡 通过 一 个 成 熟 过 程 才能 进行 膜 融 合 , 这 一 过 程 可 
能 党 依赖 于 PKA 磷酸 化 以 及 依赖 于 Ca 的 活化 的 调控 ; 

(3) 融合 。 引 发 的 管状 训 泡 的 脂 类 能 够 与 项 膜 的 脂 类 混合 ,从 而 让 H? K+- 
ATPase 进入 顶 膜 。 质 子 泵 开始 将 活化 的 日 "运输 出 来 ,而 管状 促 泡 内 容 物 如 内 因子 
经 过 胞 吐 进 入 腺 腔 ; 

(4) AF. WARE LE. MESA H.K -ATPase 的 区 域 重 新 回 到 胞 质 。 最 
40) HS) AN 4p a ot KE clathrin 的 凹陷 和 dynamin 的 推动 来 实现 ; 

(5) 内 体 融 合 。 包 被 的 管状 圳 泡 与 顶部 早期 的 内 体 融 合 。 这 一 过 程 可 能 得 到 了 
小 GTPase 及 其 辅助 蛋白 的 推动 ; 





116 2H td E By AF ie HET AK J EB A ay FA 


(6) 出 车。 管状 宫 泡 主要 通过 来 自 循环 内 体 的 出 芽 实 现 重组 。 新 形成 的 管状 囊 
泡 有 的 已 获得 转 位 及 贿 后 的 锚 定 能 力 , 有 的 还 需要 进行 同型 融合 来 获得 这 一 能 力 : 

(7) 转 位 。 含 有 H ,K-ATPase 的 管状 压 泡 要 么 通过 融合 要 么 通过 马达 和 蛋 日 
转 位 返回 到 活化 区 。 

细胞 质 膜 与 细胞 骨架 的 相互 作用 在 许多 生理 过 程 中 ,包括 膜 受 体 的 移动 .内 香 、 
外 排 、 细 胞 极 性 形成 以 及 细胞 形态 发 生 , 起 着 举足轻重 的 作用 。 根 据 利用 细胞 松弛 素 
破坏 微 丝 的 试验 和 来 自 形 态 学 观察 方面 的 试验 数据 ,我 们 认为 皮层 肌 动 蛋白 细胞 骨 
问 为 壁 细胞 的 胃酸 分 泌 过 程 所 必需 。 组 织 高 度 有 序 的 微 丝 是 胃壁 细胞 微 管内 微 绒 毛 
的 一 个 主要 特征 。 但 是 壁 细胞 内 临近 于 微 绒毛 膜 的 肌 动 蛋白 微 丝 放射 状 排列 与 小 肠 
微 绒毛 中 央 核 心 的 肌 动 蛋白 微 丝 明显 不 同 。 静 息 壁 细胞 的 小 管 充满 短 的 微 绒毛 , 包 
括 沿 着 微 绒毛 伸 出 以 及 延伸 入 胞 质 一 个 或 多 个 毫米 的 呈 放 射 状 排列 的 肌 动 蛋白 微 丝 
来 。 壁 细胞 活化 引起 的 膜 形 态 转 换 导 致 微 绒毛 延长 ,表明 单 体 的 G-actin 与 纤维 状 
F-actin 的 组 成 比例 有 一 相应 的 变化 。 但 是 ,对 胃 腺 中 的 actin 进行 的 研究 表明 : 

. C1) 壁 细 胞 中 的 actin 主要 以 F-actin 的 形式 存在 , 约 占 90%; 

(2) 细胞 松弛 素 D 可 破坏 F-actin 的 稳定 性 ,抑制 胃酸 分 泌 ; 

(3) 稳定 F-actin 的 鬼 笔 环 肽 不 能 抑制 胃酸 分 泥 。 

令 人 惊异 的 是 , 当 壁 细胞 从 静 息 状 态 转化 到 最 大 刺激 状态 ,F-actin 与 G-actin 的 
比值 未 发 生 显著 变化 ,F-actin 仍 保持 在 90%% 左 右 的 比例 。 这 些 资料 与 微 丝 肌 动 蛋白 
为 膜 招募 的 壁 细 胞 活化 所 必需 这 一 假设 完全 一 致 。 然 而 ,G-actin 与 F-actin 的 快速 
转化 并 不 是 壁 细 胞 活化 过 程 所 必需 的 , 壁 细 胞 中 actin 主要 以 多 体形 式 存 在 。Am- 
mar 等 的 工作 进一步 支持 了 这 一 结论 。 他 们 验证 了 actin 单 体 整合 剂 latrunculin B 
(Lat B) 对 壁 细胞 结构 与 功能 的 影响 。Lat B 在 只 有 较 高 计量 (10 一 70xM) 时 ,才能 
抑制 胃酸 分 刻 , 增 加 抽 提 的 单 体 actin 的 量 。 因 为 观察 到 壁 细胞 的 某 些 功能 对 Lat B 
高 度 敏 感 ,如 当 Lat B 的 浓度 达到 0.1 uM 时 可 抑制 片 状 伪 足 的 形成 ,Ammar 等 推断 
壁 细胞 内 可 能 存在 一 个 独特 的 可 交换 的 actin 池 。 由 于 存在 一 些 起 稳定 作用 、 加 帐 
作用 以 及 成 束 作用 的 蛋白 ,所 以 微 绒毛 微 丝 相当 稳定 。 据 此 他 们 认为 Lat B 抑制 酸 
分 泌 功 能 是 由 于 稳定 的 肌 动 蛋白 微 丝 减少 了 肌 动 蛋白 单 体 接近 Lat B。 在 免 的 胃 腺 
中 , 肌 动 蛋白 细胞 骨架 与 卡巴 可 增强 CAMP 介 导 的 酸 分 泌 存 在 联系 。 这 种 增强 效应 
依赖 于 3 型 ( 壁 细胞 内 的 主要 亚 型 )IP 3 受 体 调节 的 胞 内 储存 的 Cat 的 释放 。 另 一 
方面 ,用 细胞 松弛 素 D 破坏 肌 动 蛋白 微 丝 ,将 优先 抑制 卡巴 可 的 分 泌 效 应 以 及 与 
cAMP 的 协同 作用 。 用 细胞 松弛 素 D 处 理 腺 体 ,也 可 导致 PI 3 受 体 的 重新 分 布 , 这 
也 意味 着 肌 动 蛋白 微 丝 与 受 体 介 导 的 Ca** 储备 间 关 系 的 解 离 。 . 

Milo Aa eA Ci ERM 蛋白 家 族 和 IQGAP 蛋白 家 族 ) 在 胃酸 分 泌 过 
程 中 的 作用 进行 研究 所 取得 的 一 系列 研究 结果 表明 

l. PKA 调节 的 Ezin 蛋白 磷酸 化 在 胃酸 分 这 过 程 中 起 到 重要 作用 

Ezrin 是 不 同 的 研究 者 独立 分 离 出 的 一 个 联系 细胞 骨架 与 细胞 膜 的 蛋白 分 子 ， 
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其 分 子 量 为 80kDa。 最 初 ,Ezrin 是 作为 酪 氨 酸 激酶 受 体 的 的 物 补 分离。 其 后 ,该 和 集 
白质 从 小 肠 微 绕 毛 的 细胞 骨架 被 纯化 ,并 发 现在 许多 不 同 细 胞 中 。Ezrin FETE 
含 肌 动 蛋白 的 表面 结构 , 据 此 推断 其 共有 联系 细胞 膜 与 细胞 骨 染 的 功能 。 家 壁 细胞 
中 Ezrin 的 最 初 分 离 是 基于 其 依赖 于 PKA 的 碰 酸 化 ,此 时 的 壁 细胞 处 于 刺激 状态 。 
ERM 和 蛋白 家 族 还 包括 Radixin 以 及 Moesin。 这 一 和 蛋白 家 族 是 细胞 骨架 与 细胞 质 膜 
相互 作用 的 主要 调节 者 ,在 极 化 细胞 中 ,它们 还 是 信号 传导 通路 的 重要 成 分 。 纤 维 神 
vA yi [| (neurofibromatosis I., NF H> 肿瘤 抑制 基因 产物 Merlin, (Al #7 ay 
与 功能 上 与 ERM 重 日 家 族 成 员 密 切 相 关 , 故 其 亦 隶 属于 ERM SARK. 

胞 质 内 B 及 y- 肌 动 重 昌 亚 型 特异 性 的 抗体 的 问世 为 肌 动 重 日 亚 型 的 原 位 定位 提 
供 了 有 力 工具 ,以 分 离 的 胃 腺 作为 表皮 细胞 模式 系统 ,Yao 等 证 实 : 肌 动 蛋白 亚 型 ， 
特别 是 胞 质 中 8 及 y- 肌 动 蛋 白 非 肌肉 亚 型 在 表皮 细胞 中 呈 极 性 分 布 。B-actin 主要 
定位 于 所 有 腺 细胞 的 顶 膜 ,包括 壁 细 胞 小 管 表面 富 集 的 卷曲 的 微 绒 毛 , 而 y-actin 主 
要 定位 于 底 膜 。 通 过 对 Ezrin 和 B-actin 的 免疫 染色 ,揭示 这 两 个 蛋 自在 胃壁 细胞 中 
富 集 且 大 部 分 共 定 位 于 壁 细胞 中 的 顶 膜 。ERM 和 蛋白 家 族 成 员 中 只 有 Ezrin 专 一 地 
定位 于 胃壁 细胞 , 且 位 于 壁 细胞 的 项 膜 ,而 B-actin 定位 于 衬 于 脲 腔 内 层 各 类 细胞 的 
顶 膜 边界 以 及 胃壁 细胞 项 膜 小 管 。 根 据 actin-Ezrin 的 细胞 共 定 位 以 及 a-actin 在 壁 
细胞 内 不 表达 的 事实 ,Yao 等 假设 Ezrin 优先 结合 于 非 肌 肉 B-actin 亚 型 而 不 结合 于 
en a-actin。 体 外 共 沉 深 试 验证 实 了 这 一 假设 ,同时 还 证 实 Ezrin 与 B-actin 亚 型 

合 的 化 学 定量 关系 , 即 1 分 子 Ezrin 可 结合 12 个 分 子 Bractin。 

体内 和 体外 磷酸 化 实验 的 结果 表明 Ezrin EA 66 位 丝氨酸 是 PKA 的 底 物 。 

彩 图 17( 见 彩 页 5) 为 静 奶 期 的 骨 壁 细胞 ,绿色 的 为 Ezrin, 红 色 的 为 actin。 内 源 
性 和 外 源 性 的 Ezrin 都 主要 定位 在 胃壁 细胞 的 顶 膜 处 ; 转 染 了 模拟 66 位 丝氨酸 被 
PKA 磷酸 化 的 Ezrin 突变 体 (S66D) 的 胃壁 细胞 ,表现 出 和 刺激 期 的 胃壁 细 胞 类 似 的 
扩张 了 的 顶 膜 空 泡 , 而 顶 膜 面积 扩张 是 壁 细胞 处 于 分 泌 状 态 的 一 个 重要 特征 。 

彩 图 18( 见 彩 页 5) 为 刺激 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 Ezrin, 红 色 的 为 actin。 内 源 
性 和 外 源 性 的 Ezrin 都 主要 定位 在 胃壁 细 胞 的 项 膜 处 ; 转 染 了 模拟 66 位 丝氨酸 不 能 
被 PKA 磷酸 化 的 Ezrin 突变 体 (S66A) 的 胃壁 细胞 ,表现 出 和 静 息 期 的 SE As 
似 的 表 型 ,应 该 扩张 的 顶 膜 仍 然 维 持 在 缩小 的 状态 。 

彩 图 19A( 见 彩 页 5) 为 内 源 性 Ezrin 和 H”,K- -ATPase 在 胃壁 细胞 中 的 定位 
图 ,红色 的 为 Ezrin ,绿色 的 为 HY.K*-ATPase, #ARAR H+ ,K*-ATPase 弥散 在 
细胞 质 中 ,刺激 期 时 H+ ,K+-ATPase 重 定位 到 顶 膜 。 

彩 图 19B( 见 彩 页 6) 为 刺激 期 的 胃壁 细胞 ,红色 的 为 actin, 绿 色 的 为 了 ,K” - 
ATPase, Ezrin S66A R (AW fi] | H+, K -ATPase 的 重 定 位 , H* .K*-ATPase 
仍然 弥散 在 细胞 质 中 ;而 转 染 了 Ezrin S66D 突变 体 的 胃壁 细胞 中 ,H ,K-ATPase 
的 定位 则 没有 受到 影响 。 | 

Urushidani 等 报关 ,潜在 的 酸 分 泌 抑 制剂 ME 3407 可 抑制 组 胺 刺激 胃壁 细胞 引 
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起 的 形态 学 变化 。 因 为 他 们 发 现 ME 3407 可 从 顶 膜 释放 磷酸 化 的 Ezrin, 同 时 抑制 
组 胺 引起 的 H*,K*-ATPase 的 转 位 。 据 此 他 们 假设 ME 3407 对 招募 H7, Kt- 
ATPase 所 必需 的 入 日 磷酸 化 的 调节 有 抑制 作用 。Ezrin 的 去 爸 酸 化 与 其 从 项 膜 细 
胞 骨架 解 离 出 来 相关 联 。 为 了 寻找 壁 细 胞 活化 过 程 中 钙 离 子 介 导 的 信号 传导 事件 ， 
Yao 等 发 现 胃 辟 细 胞 中 Ezrin 与 Calpain 工 相互 作用 。 进 一 步 的 研究 发 现 离子 霉 素 
介 导 的 胞 内 钙 离 子 水 平 提高 可 激活 Calpain ] 。Calpain 调节 的 蛋白 水 解 可 将 
Ezrin 从 顶 腊 释 放出 来 ,阻止 了 顶 膜 中 酸 分 泌 的 活化 ,这 进一步 证 实 了 Ezrin 具有 联 
系 细 胞 膜 与 细胞 骨架 的 作用 。 

2. IQGAP 有 蛋白 在 胃壁 细胞 中 的 极 化 定位 在 胃酸 分 次 中 起 到 重要 作用 

IQGAP 是 一 个 小 的 真 核 细胞 生日 家 族 , 在 酵母 . 阿 米 巴 及 哺乳 动物 等 众多 物种 
中 均 有 分 布 。 在 一 些微 生物 如 出 芽 酵 母 中 ,哺乳 动物 IQGAP 的 同 源 物 在 其 胞 质 分 
裂 (cytokinesis) 的 过 程 中 起 重要 的 作用 。 到 目前 为 止 ,还 未 发 现 哺乳 动物 IQGAP 在 
细胞 分 裂 中 起 类 似 的 作用 ,但 是 在 哺乳 动物 中 ,IQGAP 在 细胞 骨架 调控 .细胞 粘连 及 
信号 传导 网 络 中 均 发 挥 重要 的 作用 。JIQGAP 蛋白 家 族 包括 IQGAP 1 .IJQGAP 2 和 
最 近 发 现 的 IQGAP 3, IQGAP 和 蛋白 作为 脚手架 蛋白 ,通过 与 多 种 信号 及 骨架 蛋白 
相 结 全, 参与 调控 许多 细胞 生命 作用 ,包括 细胞 骨架 形成 、 钙 粘 蛋 白 调 节 的 细胞 粘连 、 
Cat / 钙 调和 蛋白 信号 通路 Cde 42 及 Rac 信号 通路 、B-Catenin 参与 的 细胞 转录 调控 
等 ,最 近 的 研究 还 发 现 IQGAP 蛋白 在 极 化 上 皮 细 胞 分 泌 中 起 着 重要 作用 。 我 们 时 
先 的 研究 发 现 IQGAP 蛋白 在 胃壁 细胞 中 的 极 化 分 布 现象 , 其 中 IQGAP 2 与 Cdc 42 
在 顶 膜 处 的 相互 作用 对 胃酸 分 泌 的 顺利 完成 很 重要 。 

彩 图 20( 见 彩 页 6) 为 静 息 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 IJQGAP 1, 红 色 的 为 actin, 从 
左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 ,actin 标记 基 胃 壁 细胞 的 顶 
膜 (细胞 里 面 的 囊 泡 膜 ) 和 底 膜 (细胞 膜 ) 骨 架 。 从 图 片 可 以 看 出 ,在 静 息 期 的 胃壁 细 
胞 中 ,IQGAP 1 主要 定位 在 胃壁 细胞 的 底 膜 。 

彩 图 21( 见 彩 页 6) 为 刺激 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 IQGAP 1, 红 色 的 为 actin, 从 
左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 ,actin 标记 出 胃壁 细胞 的 顶 
腊 和 辣 膜 骨架 。 从 图 片 可 以 看 出 ,在 刺激 期 的 胃壁 细胞 中 ,IQGAP 1 主要 定位 在 胃 
壁 细 胞 的 底 膜 。 

彩 图 22( 见 彩 页 7) 为 静 息 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 IJQGAP 2 ,红色 的 为 actin, 从 
左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 actin 标记 出 胃壁 细胞 的 项 
膜 和 底 膜 骨架 。 从 图 片 可 以 看 出 ,在 静 息 期 的 胃壁 细胞 中 ,IQGAP 2 主要 定位 在 角 
壁 细胞 的 底 膜 。 

HE 23( 见 彩 页 7) 为 刺激 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 IQGAP 2. 红 色 的 为 actin, 从 
左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 ,actin 标记 出 胃壁 细胞 的 顶 
膜 和 底 膜 骨架 。 从 图 片 可 以 看 出 ,在 静 息 期 的 胃壁 细胞 中 ,1QGAP 2 主要 定位 在 此 
壁 细胞 的 底 膜 。 
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KE 24 WL 7) ARR A) Be BE ,绿色 的 为 Cde 42, 红 色 的 为 actin, MÆ 
到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 actin 标记 出 胃壁 细胞 的 项 膜 
和 底 膜 上 骨架 。 在 加 入 一 种 人 工 合 成 的 Cdc 42 和 IQGAP 2 区 域 的 肽 段 后 ,刺激 期 胃 
壁 细 胞 的 骨架 表现 出 和 静 鼠 期 胃壁 细胞 类 似 的 结构 。 

KE 25( 见 彩 页 7) 为 刺激 期 的 骨 壁 细胞 ,绿色 的 为 IQGAP 2, 红 色 的 为 actin， 从 
左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 ,actin 标记 出 胃壁 细胞 的 顶 
腊 和 底 腊 骨架。 在 如 入 一 种 人 工 合成 的 Cde 42 和 IQGAP 2 区 域 的 肽 段 后 ,刺激 期 
家 壁 细胞 中 的 IQGAP 2 弥散 在 细胞 质 中 ,AP-uptake 实验 表明 加 入 这 种 竞争 性 上 肽 段 
后 ,胃酸 分 泌 受 到 一 定 程度 地 抑制 。 

3. 静 息 期 和 刺激 期 的 胃壁 细胞 中 H+ ,K1-ATPase 的 定位 

在 静 息 状态 的 壁 细胞 中 , 项 膜 上 短 的 微 绕 毛 被 长 的 微 丝 所 支撑 , 深 深 地 延伸 到 胞 
质 内 。 由 于 此 时 膜 对 K 的 通 透 性 较 低 , 质 子 泵 主要 以 非 活 性 形式 存在 于 胞 质 管状 


” 守 泡 中 。 一 旦 分 泌 激 活 , 将 导致 间 型 和 异型 铺 定 , 以 及 富 售 HK -ATPase 的 管状 





赛 泡 膜 和 顶 膜 的 融合 ,从 而 极 大 地 增加 了 了 顶 膜 的 面积 ,同时 使 得 H , K*-ATPase 得 
以 到 达 细 胞 表面 。 顶 膜 和 微 丝 的 相互 作用 (设想 是 通过 肌 动 蛋白 的 结合 蛋白 来 实现 
的 ) 将 扩大 的 表面 重组 为 长 的 微 绒毛 。H+ ,K+-ATPase 是 P 型 ATPase, 包 括 催 化 
亚 基 (ou- 亚 基 ) 以 及 辅助 亚 基 (8B- 亚 基 )。 在 受 刺 激情 况 下 ,H” ,KK -ATPase 催化 胞 内 
质子 与 胞 外 钾 离 子 的 交换 ,因此 产生 了 与 胃酸 分 泌 相 联系 的 大 量 的 质子 梯度 。 刺 激 
的 失 活 将 导致 H ,KK -ATPase 选择 性 的 回收 ,返回 到 胞 质 的 管状 赛 泡 中 。 

彩 图 26( 见 彩 页 8) 为 静 息 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 actin, 红 色 的 为 H”,K - 
ATPase, 从 左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 ZR XY 扫描 图 片 ,actin 标记 出 男 
壁 细胞 的 顶 戏 (细胞 里 面 的 赛 泡 膜 ) 和 底 膜 (细胞 膜 ) 骨 架 。 从 图 片 可 以 看 出 ,在 静 和 上 
期 的 胃壁 细胞 中 H* ,K+-ATPase 主要 弥散 在 细胞 质 中 ， 

” 彩 图 27( 见 彩 页 8) 为 刺激 期 的 胃壁 细胞 ,绿色 的 为 actin, 红 色 的 为 H+ ,K+- 
ATPase, 从 左 到 右 是 单个 胃壁 细胞 从 上 到 下 沿 Z 轴 的 XY 扫描 图 片 。 从 图 片 可 以 看 
出 ,在 刺激 期 的 胃壁 细胞 中 ,H”,K -ATPase 定位 在 项 膜 处 ，。 

近年 来 ,对 壁 细 胞 进行 胃酸 分 泌 的 网 胞 生物 学 研究 已 取得 了 巨大 进展 ,已 分 离 出 
了 许多 参与 胃酸 分 沁 的 蛋白 ,进一步 前 明了 胃酸 分 刻 的 分 子 机 制 。 目 前 该 领域 所 面 
临 的 挑战 是 确定 参与 胃酸 分 泌 的 这 些 和 蛋白 精确 的 功能 及 其 生理 调节 作用 ,进一步 完 
善 参与 胃酸 分 刻 的 蛋白 分 子 相 互 作 用 的 网 络 。 通 过 对 培养 壁 细 胞 表 型 变化 和 表达 调 
节 蛋 白 突 变 体 的 转基因 动物 的 细胞 生物 学 与 生理 学 研究 发 现 , 一 旦 壁 细 胞 处 于 激活 
状态 开始 分 记 胃 酸 , 可 以 确定 某 个 特定 分 子 是 否 参 与 以 及 如 何 参 与 信号 传导 级 联 和 
下 游 效应 物 反 应 。 活 细胞 实时 成 像 .荧光 报告 分 子 的 细胞 分 子 工程 .原子 力 显微镜 等 
技术 的 发 展 将 进一步 推动 胃酸 分 泌 的 细胞 分 子 生 物 学 人 研究。 这 些 研 究 对 我 们 从 生物 
医学 的 角度 进一步 了 解 消 化 器 官 溃疡 以 及 胃痛 的 成 因 具 有 重要 意义 。 
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三 材料 与 方法 


(一 ) 胃壁 细胞 的 原 代 培 养 

1. 材料 

J P = H A, Ketamine, Xylazine, Acepromazine maleate, E HE € #4, MEM- 
HEPES(20mM HEPES, pH 7.4). Jit Jit Ai, Matrigel, 细胞 滤器 , PBS (2. 25mM 
K: HPO,,6mM Na,HPO,, 1.75 mM NaH,PO,,136mM NaCl, 1mM CaCl., 1mM 
MgSO, ) 。 

2. 方法 

d) 在 新 西 兰 日 饱 皮下 注射 100mg/ml Ketamine, 20mg/mL Xylazine 和 
10mg/mL Acepromazine Maleate, ,使 其 镇 静 ; 

(2) 耳 静 脉 注射 5mL 20mg/mL 巴 比 妥 钠 (致死 剂量 25mg/kg) ,让 其 达到 手术 
麻醉 状态 ， | 

(3) 打开 腹腔 ,找到 主动 脉 (上 暗 红 色 静 脉 旁 ), 远 心 端 用 线 扎 住 , 近 心 端 打 一 个 结 , 同 
时 在 静脉 壁 切 一 小 口 ,插入 灌流 导管 ,用 注射 器 推 注 37°C 预 热 的 PBS 进行 高 压 灌注 ; 

(4) 迅速 取 下 免 胃 ,用 PBS 清洗 3 次 ,将 胃 粘 膜 从 胃 平 滑 肌 上 刊 下 来 ,仔细 地 切 
P% , FA PBS 洗 3 次 ,然后 用 MEM-HEPES 洗 两 次 ; 

(5) 将 切 碎 的 骨 粘 膜 在 20mL 含 15mg 胶原 酶 以 及 20mg BSA 的 HEPES-MEM 
中 消化 30min,37 ,250rpm 离心 5min; 

(6) 三 倍 体积 MEM-HEPES 消化 液 , 静 置 30min( 沉 淀 成 纤维 细胞 ) ; 

(7) 过 滤 消 化 液 (70um cell strainer) , 滤 下 来 的 即 为 胃壁 细胞 ， 

(8) 1 000rpm 5min, MEM-HEPES 洗 3 次; 

(9) 溶液 B 处 理 30min, 换 为 溶液 A; 

(10) ÆRA ELA 3pL 的 Matrigel 帮助 细胞 贴 壁 ; 

(11) 把 含有 细胞 的 溶液 A 转 入 六 和 孔 板 ,37 必 培养。 

(二 ) 胃壁 细胞 的 染色 


1. 材料 

体外 培养 的 胃壁 细胞 ,PBS(pH 7. 4) ,甲醛 (分 析 纯 ) , Triton X-100, BSA, BRA 
荧光 素 的 鬼 笔 环 肽 (Alexa Fluor 488 Phalloidin, from Molecular Probe), H*, K+- 
ATPase $i {& , Rhodamine (#7 &) . FE KFA 

2. 方法 

C) 用 预 热 的 PBS 润 洗 细 胞 两 次 ,每 次 5min; 

(2) 用 3.7% BCA PBS 配制 ) 室 温 固 定 Tmin; 

(3) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(4) 用 0.1% Triton X-100( 用 PBS Bc il) SF FL, 4~~7min; 
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(5) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(6) 用 1% BSA( 用 PBS 配制 ) 阻 断 20min; 
(7) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; : 
(8) FRE A BGR A BEY A 30min; 
(9) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(10) H* ,K -ATPase 抗体 孵育 60min; 
(11) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(12) Rhodamine( 4, & ) IE F 30min; 

(13) 用 PBS ve 3 次 ,每 次 10min; 

(14) WADLER. 

3. 注意 事项 

由 本 对 徽 丝 的 结构 有 很 大 的 破坏 作用 ,所 用 的 试剂 一 定 要 避免 甲醇 的 污染 。 
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一 \ 概 Æ$ 


ME AH (microtubule fiber) 是 细胞 内 一 类 极其 重要 的 纤维 结构 。 它 是 由 13 条 
原 纤维 (protofilament) 构 成 的 中 空 管状 结构 ,直径 22 一 25nm。 每 一 条 原 纤 维 由 微 管 
蛋 日 二 聚 体 线性 排列 而 成 。 微 管 蛋 白 二 肾 体 由 结构 相似 的 a 和 B 球 蛋白 构成 ,两 种 
ETHIAS GTP., a 球 蛋 和 白 结合 的 GTP 从 不 发 生 水 解 或 交换 ,是 a 球 蛋白 的 固有 
组 成 部 分 ;:p 球 蛋白 结合 的 GTP 可 发 生 水 解 , 结 合 的 GDP 可 交换 为 GTP, 可 见 B 亚 
基 也 是 一 种 G 蛋白 。 微 管 具 有 极 性 , (十 ) 极 (plus end) 生 长 速度 快 ,( 一 ) 极 (minus 
end) 生 长 速度 慢 ,也 就 是 说 微 管 蛋白 在 (十 ) 极 的 添加 速度 高 于 (一 ) 极 。( 十 ) 极 的 最 
Shin: B 球 蛋 日 ,( 一 ) 极 的 最 外 端 是 a 球 蛋 日 。 由 于 微 管 结合 绰 白 的 作用 和 酶 修饰 
的 原因 , 微 管 形成 的 有 些 结构 是 比较 稳定 的 ,如 神经 细胞 轴 突 、 纤 毛 和 鞭毛 中 的 微 管 
纤维 。 大 多 数 微 管 纤 维 处 于 动态 的 组 装 和 去 组 装 状 态 , 这 是 实现 其 功能 所 必需 的 过 
程 ( 如 纺锤 体 )。 微 管 在 胞 质 中 形成 网 络 结 构 , 作 为 运输 路 罗 并 起 支撑 作用 。 

WE H ZR AÒ (microtubule organizing center, MTOCs) 是 微 管 进行 组 装 的 区 
域 , 着 丝 粒 、 成 膜 体 .中 心 体 .基体 均 具 有 微 管 组 织 中心 的 功能 。 所 有 微 管 组 织 中 心 都 
RAY 微 管 球 蛋 晶 ,这 种 球 蛋 日 的 含量 很 低 , 可 聚合 成 环 状 复合 体 , 像 模板 一 样 参 与 
微 管 重 日 的 核 化 ,帮助 a A BB ERE RA AME TE 

中 心 体 Ccentrosome) 位 于 细胞 的 中 心 部 位 ,如 图 9-5 所 示 。 由 两 个 相互 垂直 的 
中 心 粒 构 成 ,周围 是 一 些 无 定形 或 纤维 形 、 高 电子 密度 的 物质 ;叫做 外 中 心 粒 物 质 


\ 


[22 2 Ae HE H DS THE BRAK Dek E AF 


(pericentriolar material, PCM), Po) #i 120. 2mm, KO. 4mm, H 9 H 3 KME T 
成 ,不 直接 参与 微 管 重 日 的 核 化 ， 
具有 召集 PCM WEH. 

ME R A RTE. ME A 
环 状 的 y ERE H AL IRA RE, 
化 ,由 a MEEA BME EHE 
GTP、GDP 介 导 下 动态 聚合 完成 
组 站 。 自 先 组 窑 出 (一 ) 极 ,然后 
开始 生长 ,因此 中 心 体 周围 的 做 
管 (一 ) 极 指 癌 中 心 体 , (十 ) 级 远 
离 中 心 体 。( 十 ) 极 (plus end) 生 
长 速度 快 ,( 一 ) 极 (minus end) 生 
长 速度 慢 , 也 就 是 说 微 管 重 日 在 
(十 ) 极 的 添加 速度 遍 于 (一 ) 极 。 
(H) TR AY fe Hb tig zE BORK EA. 
(— ) A HY fix Ib vig AE a BR GE AL 
1972 年 R. Weisenberg 证 明 , 提 
ai A fk E E MRE MH Se 
(pH6.9), 适 宜 的 温度 , 存在 
GTP, Mg 和 去 除 Ca 的 条 件 
FB AE A Ag He ZH ee Mt EF. (Ak PP 
WERA 11 条 原 纤 维 , 可 能 是 因 
为 没有 y 微 管 球 蛋 白 构 成 的 模板 。 微 管 B 球 蛋白 结合 的 GTP Jk fi FA te th FF H 
所 必需 的 步骤 ,但 是 结合 GTP 的 微 管 蛋 白 二 聚 体 能 加 合 到 微 管 纤维 上 ,在 快速 生长 
的 纤维 两 端 微 管 球 蛋白 结合 的 GTP 来 不 及 水 解 , 形 成 的 “帽子 ”可 以 使 微 省 纤维 较 
为 稳定 。 一 旦 暴露 出 结合 GDP 的 亚 单位 微 管 , 则 开始 去 组 讼 。 

微 管 对 低温 .高压 和 秋水 仙 素 敏感 。 秋 水 仙 素 (colchicine) 结 合 的 微 管 重 昌 可 加 
合 到 微 管 上 ,但 阻止 其 他 微 管 重 白 单 体 继续 添加 ,从 而 破坏 纺锤 体 结构 ,长 春花 碱 具 
有 类 似 的 功能 。 紫 杉 酚 (taxol) 能 促进 微 管 的 装配 ,并 使 已 形成 的 微 管 稳定 ,但 这 种 
稳定 性 会 破坏 微 管 的 正常 功能 。 以 上 药物 均 可 以 阻止 细胞 分 用 ,可 用 于 辣 钙 的 
治疗 。 

目前 ,实验 室 常用 的 标记 微 管 的 探 针 除了 Tubulin 的 抗体 (包括 a、B 和 YY Tubu- 
lin) Zh. RAKE BK HE (paclitaxel) \、DAPI、Bis-ANS 和 DCVJ (4-dicyanovinyl- 
julolidine) 。 

太平 洋 紫 杉 醇 paclitaxel( 如 图 9-6 Arar) Fe DA ARF PE Fe AS BAP Be R h K ANY 
植物 碱 , 它 可 以 促进 微 管 聚 合 ,产生 的 聚合 物 不 受 浓度 . 钙 离 子 、 低 温和 微 管 解 聚 约 物 





9-5 中心 体 
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的 影响 。 条 杉 醇 处 理 过 的 细胞 被 阻 断 在 G,， 和 M 期 。 


OC CH, 
OL Mord te ext 


( 》 Cnchch- C—O 
OH 





图 9-6 ”太平 洋 紫杉醇 


二 \ 有 丝 分 裂 过 程 中 微 管 形态 与 功能 的 研究 


在 细胞 (有 丝 ) 分 裂 过 程 中 ,哺乳 动物 细胞 染色 体 经 历 诸多 复杂 的 运动 ,最 终 将 遗 
传 物质 均匀 、 准 确 地 传递 给 两 个 子 细胞 。 整 个 分 裂 期 的 染色 体 运动 过 程 是 通过 纺锤 
体 微 管 与 着 丝 点 的 协调 作用 来 进行 。 

做 省 由 a 微 管 蛋白 ,8B 微 管 蛋白 在 GTP、GDP 介 导 下 的 动态 聚合 过 程 来 完成 组 
衣 。 该 过 程 与 细胞 周期 的 行进 紧密 联系 ,特别 是 有 丝 分 裂 期 ,如 图 9-7 所 示 ， 





CD 细胞 核 / 极 微 管 。 /染色 体 微 管 《收缩 环 o 
af ”染色体 J Hee tp 中 体 名 肌 动 蛋白 & 微 管 马达 
© 中心 体 / EWE ~ 细胞 皮层 SMREKI 


9-7 细胞 周期 示意 图 


124 细胞 生物 学 灾 光 技术 原理 和 应 用 





通过 对 微 管 的 8 微 管 蛋白 进行 免疫 荧光 间接 标记 ,我 们 可 以 观察 到 整个 细胞 周 
期 中 微 管 以 及 由 其 组 成 的 有 丝 分 裂 期 纺锤 体形 态 的 变化 ,如 彩 图 28 所 示 ( 见 彩 页 
8) 。 在 间 期 , 微 管 多 为 较 细 的 单 根 纤 丝 。 一旦 进入 有 丝 分 裂 期 , 微 管 的 动态 性 将 进 一 
步 加 强 , 并 涉及 到 微 管 的 组 装 、 绑 捆 及 相当 多 的 微 管 结合 蛋白 的 调控 。 有 丝 分 寞 前 中 
期 , 随 着 染色 体 的 凝聚 ,中 心 体 的 两 极 分 离 ,纺锤 体 开始 形成 ;进入 中 期 ,染色 体 完 成 
赤道 板 的 排列 ,相应 地 ,纺锤 体 更 呈现 极其 对 称 的 分 布 模式 ;从 后 期 开始 ,姐妹 染色 单 
体 在 动 点 微 管 及 星体 微 管 的 双重 作用 下 向 两 极 移动 ,并 开始 形成 这 一 时 期 特有 的 质 
构 一 一 中 心 纺 锤 体 (central spindle) ; 随 着 后 期 的 行进 ,中 间 人 分裂 沟 (Ccleavage furrow) 
的 形成 及 收缩 , 微 管 将 被 高 度 绑 捆 , 并 呈现 相当 清晰 的 微 管 着 色 。 进 入 有 丝 分 八 末 
期 ,伴随 着 染色 体 的 去 解 聚 和 中 间 收 缩 环 的 撤 底 收缩 ,中心 纺 锤 体 微 管 将 解 聚 为 单 体 
并 游离 于 胞 浆 中 。 

细胞 中 存在 的 微 管 调节 蛋白 众多 ,功能 各 异 。 当 前 在 该 领域 的 研究 还 在 深入 ,其 
中 有 一 类 负责 绑 捆 的 蛋白 ,由 于 其 表 型 相当 明显 ,并 具有 极其 重要 的 有 丝 分 狼 期 调控 
功能 ,因此 备 受 瞩目 。 彩 图 29( 见 彩 页 9) 显 示 了 间 期 捆绑 成 束 的 微 管 与 正常 微 省 的 
极 大 差 弄 。 

在 有 丝 分 裂 过 程 中 , 微 管 和 中 心 粒 (centrosome) , a (kinetochore) Fy MS Val 
染色 体 分 离 的 纺锤 体 。 如 图 9-8 所 示 , 微 管 的 负极 位 于 中 心 粒 , 由 微 管 组 织 中 心 发 
出 ,正极 向 外 辐射 。 根 据 与 正极 端 相 互 作用 位 点 的 不 同 , 可 将 微 管 分 为 3 个 类 型 : 





9-8 纺锤 体 的 结构 图 


(1) 星体 微 管 ,与 actin 相互 作用 ,参与 调节 纺锤 体 在 胞 内 的 定位 : 

(2) 极 微 管 ,与 自 另 一 中 心 粒 发 出 的 微 管 相 互 作 用 ,参与 染色 体 的 分 离 和 子 细胞 
的 形成 ; 

(3) 染色 体 微 管 ,与 动 点 相互 作用 ,参与 染色 体 的 排列 和 纺锤 体检 验 点 的 校 验 。 
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图 9-8 描述 了 有 丝 分 裂 过 程 中 ,染色 体 通 过 动 点 与 微 管 的 相互 作用 从 前 中 期 
(prometaphase) 到 后 期 (anaphase) 的 几 个 事件 : 

(a) 有 丝 分 裂 初始 时 ,染色体 的 动 点 随机 与 一 极 中 心 体 的 微 管 相 结合 ,这 称 为 单 
极 定 向 (mono-oriented) 。 单 极 定向 的 染色 体 常 常 回 它 所 附着 的 那 一 极 中 心 体 运动 ， 
PKH P movement; 

(b) 随后 姐妹 动 点 与 男 一 极 的 微 管 相 互 作用 ,形成 双 极 定 问 (bi-oriented), 并 且 
向 另 一 极 中 心 体 运动 , 称 为 AP movement。 随 着 两 个 姐妹 动 点 与 两 极 微 管 正 极 末 端 
稳固 结合 的 建立 ,染色 体 开 始 在 趋 回 两 极 的 两 个 方 铝 间 播 摆 (osaillation)。 最 终 , 米 
色 体 移动 到 赤 踪 板 上 ,该 过 程 称 为 凝集 (congresslon ; 

Cc) 凝集 后 的 染色 体 在 赤道 板 附 近 播 摆 , 姐 妹 染 色 体 逐渐 获得 相等 的 微 管 连接 

Cd) 后 期 ,姐妹 染色 单 体 分 离 ; 

Ce) 分 离 后 的 染色 单 体 仍然 表现 出 摇摆 行为 ,但 总 体 上 是 回 中 心 粒 方 回 移动 。 

和 微 管 形成 稳固 结合 的 动 点 可 以 有 两 种 运动 形式 :以 恒定 的 速度 或 癌 纺锤 体 极 
运动 , 称 为 poleward state; 或 以 恒 速 背 向 纺锤 体 极 运动 , 称 为 neutral state。 并 且 可 
以 在 两 种 状态 间 快 速 地 切换 。 这 些 运 动能 力 都 与 相对 稳固 的 动 点 微 管 (K-MTs) 的 
正极 端 动态 性 相关 。 与 微 管 结合 的 动 点 以 1.5 一 2.5umy/min 的 运动 速率 向 纺锤 体 极 
运动 ,并且 在 该 方 回 的 运动 过 程 中 ,被 牵 拉 的 染色 体 动 点 与 看 丝 粒 和 都 较 静 县 状态 回 外 
伸 长 ,如 图 9-9 中 A 所 示 。 


A 向 纺锤 体 极 运动 ns 
者 丝 粒 伸展 
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图 9-9 微 管 组 装 和 去 组 装 模 式 图 
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问 纺 锤 体 极 的 运动 的 力量 来 源 于 : 

C1) 动 点 外 层 结 构 的 和 冠状 纤维 上 的 马达 和 集 白 (例如 dynein); 

(2) 微 管 正 极 末 闯 Tubulin 分 子 的 解 聚 所 释放 的 唱 格 能 ,通过 动 点 上 的 马达 分 
FAK 

当 动 点 上 的 张力 达到 临界 状态 或 者 导致 向 极 运动 的 元 素 耗 尽 时 , 动 点 - 微 管 转 入 
neutral state, 如 图 9-9 中 B 所 示 , 此 时 微 管 的 正极 延伸 。 对 于 只 有 一 个 动 点 与 微 管 
Zi rr AY Be fA getline atlases 
Cejection forces) ; 而 对 于 两 个 动 点 都 与 微 管 结合 的 染色 体 , 它 的 离 极 运动 则 是 由 
ejection forces 和 姐妹 动 点 的 回 极 运动 共同 驱动 。 

做 管 的 动态 性 通过 动 点 与 染色 体 的 
运动 看 联 起 来 ,和 诸多 的 动 点 上 的 马达 
生日 (如 CENP-E,ZW10, dynein 等 ) 及 
spindle checkpoint 中 的 信和 号 调控 蛋白 一 
起 指 守 染色 体 凝 集 到 赤道 板 并 最 终 分 离 
到 两 个 子 细胞 。 otter 
看 丝 点 的 纽 高 ,由 一 组 结构 和 功能 蛋白 
AAE D 
中间 层 捕获 染色 体 提 供 物 理 位 点 , 按 结构 依次 
分 为 内 板 、 中 间 层 、 外 板 和 冠状 纤维 层 ， 
如 图 9-10 所 示 。 同 时 , 动 点 也 是 纺锤 体 
检验 点 信号 通路 开启 、 整 合 与 级 联 的 平 
台 ,通过 动 点 定位 蛋白 之 间 的 动态 相互 
oa 作用 以 及 激酶 的 辅助 调控 ,实现 染色 体 
内 板 (40~60nm) 在 杰 道 板 上 的 正确 列队 ,确保 有 丝 分 裂 


姐妹 染色 单 体 






Ry 有 条 不 亲 地 进行 。 纺 锤 体检 验 点 信号 通 
路 任 一 环节 一 旦 失控 ,将 导致 染色 体 错 
图 9-10 动 点 结构 示意 图 RRA ,出 现 非 整 倍 体 ,甚至 伴随 着 凋 亡 


FIRR IE RITA 

如 图 9-11 WR » ZF — Xt oo AS Vad BY) Ae 22 BE 8 EK ERKE o LE DNA, 
centromere associated protein B (CENP-B,80kDa) 和 内 着 丝 粒 蛋白 (INCENP) ,这 些 
生日 可 能 己 维 系 姐妹 染色 体 的 粘连 有 关 , 并 且 是 支持 动 点 组 装 的 结构 基础 。 还 有 研 
究 表 明 该 区 域 可 能 含有 MCAK (mitotic centromere associated kinesin) , MCAK 的 
JEWS HUA XKCMI1 在 爪 蟾 卵 提 取 物 中 是 纺锤 体形 成 与 维持 所 必需 的 。 免 疫 电 
BEMIR RAH , 动 点 结构 可 分 为 4 层 : 内 板 . 中 间 层 .外 板 和 冠状 纤维 层 。 内 板 紧 贴 
着 上 述 的 异 染 色 质 区 ,含有 CENP-C(140kDa) ,;CENP-G,CENP-H 和 CENP-I, 是 维 
持 动 点 功能 所 必需 的 。 中 层 含 有 多 个 磷酸 化 的 蛋白 ,这 些 蛋白 的 磷酸 化 位 点 可 被 单 
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抗 3F3/2 所 识别 ,它们 被 认为 是 中 期 /后 期 转 位 的 调控 和 集 月 一 一 通过 感 过 张力 的 变 
化 来 实现 纺锤 体检 验 点 的 调控 ,此 外 MCAK 亦 有 可 能 位 于 该 层 。 动 点 的 外 层 是 与 
微 管 正 端 结 合 的 部 位 ,该 层 含 有 CENP-F/mitosin(350kDa)、CENP-E 和 ZW10, 还 可 
能 含有 胞 质 动力 蛋白 dynein 及 其 相关 的 动力 蛋白 激活 蛋白 复合 物 Dynactin。 从 外 
板 向 外 延伸 的 冠状 纤维 层 (纺锤 体 微 管 结合 点 ) 则 含有 CENP-E、ZW10 和 Dynein。 
守 状 纤维 层 还 含有 Mad(mitotic arrest defect) X E H A Bub( budding uninhibited 
by benzimidazole) 家 族 和 蛋白 ,它们 被 认为 在 纺锤 体检 验 点 中 起 重要 作用 。 
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9-11 动 点 蛋白 分 类 图 


根据 动 点 蛋白 与 动 点 结合 的 时 相关 系 可 将 其 分 为 两 类 : 

(1) 在 整个 细胞 周期 过 程 中 自始至终 都 与 动 点 结合 的 动 点 重 日 ; 

(2) 只 是 在 有 丝 分 裂 过 程 中 暂时 性 地 与 动 点 结合 。 

前 者 包括 CENP-A、CENP-B、CENP-C、CENP-G 以 及 最 近 发 现 的 CENP-H 和 和 
CENP-I。 这 些 蛋 白 主要 是 起 构建 与 维系 着 丝 粒 - 动 点 复合 物 结构 的 功能 。 后 者 包括 
CENP-E.CENP-F,MCAK „Mpsl „Aurora BINCENP Survivin, Mad 家 族 和 Bub 家 
族 , 它 们 在 姐妹 染色 体 的 分 离 和 纺锤 体检 验 点 的 信号 通路 中 起 重要 作用 。 依 赖 于 细 
胞 周期 的 动 点 蛋白 是 按 一 定 的 时 间 .空间 顺序 组 装 到 动 点 上 的 。 

现 已 知 的 动 点 蛋白 Mad1、2、3,Bubl、2、3 及 CENP 蛋白 家 族 都 参与 监控 染色 体 
的 正确 分 离 及 传代 。 这 种 调控 过 程 称 为 纺锤 体 调控 点 。 它 们 的 功能 异常 将 导致 染色 
体 不 稳定 性 。 众 所 周知 ,染色 体 不 稳定 性 是 导致 癌症 发 生 的 主要 过 程 。 我 们 的 最 新 
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鲜 究 发 现 动 点 马达 蛋白 CENP-E 不 仅 是 稳固 连接 微 管 和 纺锤 体 的 必要 成 分 ,而 且 参 
可 纺锤 体 调 控 点 信号 传导 。 我 们 将 在 已 知 研 究 的 基础 上 ,重点 研究 染色 体 不 稳定 性 
以 及 纺锤 体 调控 点 所 涉及 的 生化 通路 及 调控 ,为 揭示 纺锤 体 调 控 点 失调 如 何 导 致 染 
色 体 不 稳定 性 癌变 的 分 子 机 理 黄 定 基础 。 我 们 早期 的 研究 结果 表明 马达 蛋白 
CENP-E 的 玖 际 不 会 影响 纺锤 体 的 组 装 , 但 会 导致 染色 体 的 错误 排列 (如 图 9-12 中 
A.B 所 示 ), 彩 图 30( 见 彩 页 9) 为 三 维 去 卷 积 处 理 过 的 免疫 荧光 图 像 ,绿色 标记 的 是 
WE , 监 色 标 记 的 是 染色 体 , 红 色 标 记 的 是 动 点 。 


ACA 
Control 加 


DNA CENP-E Tubulin DNA Dynein 


图 9-12 CENP-E 敲 除 对 细胞 周期 的 影响 
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研究 人 员 用 纺锤 体检 验 点 信号 通路 中 的 一 个 重要 的 蛋白 Mad 1 作为 诱饵 ， 
搞 选 到 了 它 的 一 个 新 的 相互 作用 蛋白 一 一 Nek 2A 激酶 。 ep 2A 不 仅仅 
间 皮 于 以 往 认 识 中 的 中 心 体 蛋白 , 它 在 细胞 有 丝 分 裂 期 定位 于 动 点 上 ,参与 动 点 组 装 
和 纺锤 体检 验 点 调控 。 

明 过 一 系列 RNA 干扰 实验 发 现 , Nek 2A 的 动 点 定位 单 向 依赖 于 Hec 1 和 
Mad 1 等 ETE ETETE, Nek ZA 为 Mad 2 的 动 点 定位 所 必需 ,一 日 Nek 2A 功能 
异常 ,将 会 导致 染色 体 提 前 分 离 ,姐妹 染色 单 体 之 间 形成 染色 体 桥 (如 彩 图 31 所 示 ， 
多 彩 页 9)。 我 们 认为 ,Nek 2A 通过 影响 Mad 2 等 相关 动 点 定位 蛋白 的 功能 从 而 在 


纺锤 体检 验 点 通路 中 发 挥 作用 ,而 Nek 2A 的 激酶 活性 在 动 点 组 装 ， 中 的 作用 更 是 
个 基 而 未 决 而 又 值得 深究 的 课题 ， 
动 点 中 存在 许多 物种 进化 高 度 保守 的 蛋白 复合 物 ,维持 其 在 动 点 组 装 和 纺锤 体 


位 验 点 信号 通路 中 结构 和 功能 的 保守 性 和 专 一 性 ,复合 物 往往 任 一 组 分 都 缺 一 不 可 ， 
并 在 物种 进化 的 驱使 下 衍生 出 新 的 结构 组 分 作为 功能 补充 。 其 中 人 源 Ndc80 复合 
体 (Hecl, Nuf2, Spc24， Spc25) 位 于 动 点 的 内 板 与 外 板 的 交接 处 ,对 于 早期 动 点 结 
移 基 础 上 的 内 层 与 外 层 的 结构 和 功能 衔接 起 到 十 分 关键 的 作用 ,为 微 管 对 动 点 的 正 
硝 捕 获 提 供 的 重要 保障 。 

中 体 (midbody) 形 成 于 有 丝 分 裂 后 期 ,并 介 导 一 系列 重要 的 胞 质 分 裂 事 件 , 以 确 
保有 丝 分 裂 最 后 阶段 的 顺利 完成 。 为 了 揭示 中 体 所 参与 的 胞 质 分 裂 的 分 子 调 控 机 
制 ,我 们 通过 搜集 同步 化 的 后 期 细胞 结合 差 速 及 密度 梯度 离心 ,成 功 分 离 中 体 ,并 利 
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a MERTA SIRNA) RR., RTA HRR BS Ht ot FP E E E H 
PRC 1 和 MKLP 2 的 功能 。 
细胞 有 丝 分 裂 进程 中 的 关键 事件 如 中 心 体 分 离 (centrosome separation)、 双 极 
2); FEE ZA 3 (bipolar spindle assembly) .染色 体 分 离 (chromosome segregation) 和 胞 
isr $a (cytokinesis) Ap a 21A ATE. FETE RR De FBT & aK AE BE 
或 染色 体 缺 失 , 从 而 可 能 产生 癌症 。 在 图 9-13 中 ,这 些 事件 的 调节 都 与 蛋白 质 的 磷 
酸化 与 去 磷酸 化 有 关 。 如 图 9-13 所 示 , 目 前 已 知 有 几 类 激酶 在 有 丝 分 裂 进程 中 起 调 
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图 9-13 细胞 有 丝 分 裂 过 程 


控 作 用 。 细 胞 周期 素 依 赖 的 蛋白 激酶 家 族 (CDK ) 参 与 调节 DNA 复制 和 有 丝 分 裂 相 
KERENT HF; PLK 激酶 家 族 (polo-like kinase) 和 NEK 激酶 家 族 (NIMA-re- 
lated kinase) 则 主要 调 市 中 心 体 增殖 和 成 熟 。 涉 及 纺锤 体检 验 点 组 装 和 调控 的 激酶 
包括 hMps 1/TTK,Bub 1,BubR 1, Aurora B, Pik 1 和 MAPK 可 能 也 参与 此 功能 。 
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Nek 2 .TTK 是 酵母 的 MPS 1 激酶 在 人 类 中 的 同 源 物 ,MPS 1 激酶 是 一 个 进化 
中 保守 的 蛋白 质 激酶 家 族 ,对 于 中 心 体 的 复制 和 纺锤 体检 查 点 信号 转 导 都 发 挥 重 要 
VE FA. 

TTK RBE—-TBSMDTP OAR fH ARAMER EH DAA RAE A 
组 装 和 检查 点 信号 转 导 等 多 个 事件 的 多 功能 和 蛋白质。 我 们 在 进行 动 点 蛋 日 质 组 学 的 
研究 过 程 中 ,通过 亲 和 层 析 和 质谱 分 析 相 结合 发 现 ,TTK 与 动 点 马达 重 日 CENP-E 
形成 复合 物 。 进 一 步 的 免疫 荧光 研究 表明 ,TTK 和 ACA(CREST 抗体 ) 定 位 于 动 点 
的 不 同 区 域 , 而 与 CENP-E 共 定 位 于 动 点 的 最 外 层 ( 如 彩 图 33 所 示 , 见 彩 页 10) 。 通 
过 对 TTK 激酶 突变 体 的 分 析 ,提示 TTK 激酶 活性 对 有 丝 分 裂 的 进程 是 必要 的 。 当 
TTK 激酶 失 活 突变 体 表达 时 ,TTK 下 游 蛋白 TACC 2 的 磷酸 化 迁移 条 带 显著 减少 。 
免疫 荧光 研究 证 实 ,TTK 与 TACC 2 在 M 期 时 在 中 心 体 上 共 定 位 。 这 些 结 果 提 示 ， 
TTK 可 能 与 TACC 2 在 M 期 的 中 心 体 上 相互 作用 并 有 旦 导致 TACC 2 BA 
酸化 。 

彩 图 34( 见 彩 页 10) 表 明 TTK 定位 于 动 点 。 其 中 , 彩 图 34 中 (a) 为 ACA 抗体 
标记 Hela 细胞 的 动 点 ; (b) X DAPI 标记 的 染色 体 DNA;(c) 为 TTK 抗 血清 标记 
TTK 的 定位 ;(d) 为 三 色 荧 光 的 合并 图 ,红色 为 TTK, 绿 色 为 ACA, KEXA DNA, 
从 图 中 可 以 看 出 ,TTK 定位 于 动 点 (ACA 染色 ) 外 层 。 

对 TTK 的 亚 细 胞 定位 进行 免疫 电镜 分 析 , 结 果 表 明 ,TTK 在 间 期 定位 于 中 心 
体 和 核 孔 复合 物 ,在 前 中 期 定位 在 中 心 体 和 动 点 。 一 旦 染色 体 实 现 了 双 级 定 问 后 ， 
TTK 离开 排列 在 赤道 板 上 的 染色 体 动 点 并 向 纺锤 体 极 运 动 。 在 有 丝 分 寞 期 Hela 细 
胞 中 ,TTK 定位 于 正在 组 装 中 的 动 点 和 纺锤 体 极 上 。TACC 2 是 TTK BY PORE. 
当 TTK 激酶 失 活 突变 体 表 达 时 ,TACC 2 蛋白 的 磷酸 化 迁移 条 带 显著 减少 。 免 疫 荧 
光 研 究 证 实 TTK 与 TACC 24M 期 时 在 中 心 体 上 共 定 位 。 这 些 结果 提示 TTK 可 
能 与 TACC 2 在 M 期 的 中 心 体 上 相互 作用 并 且 导 致 TACC 2 SABRI. RT 
的 研究 首次 表明 ,TTK 激酶 是 一 个 联系 动 点 纺锤 体检 查 点 和 中 心 体 动力 学 的 桥梁 。 

细胞 周期 是 细胞 复制 的 过 程 ,在 此 过 程 中 细胞 生长 并 且 发 育 为 一 个 完整 的 生命 
体 。 细 胞 周期 中 最 为 重要 的 事件 是 那些 涉及 遗传 物质 的 复制 和 分 配 的 事件 ,也 就 是 
在 间 期 复制 染色 质 DNA 并 且 在 有 丝 分 裂 期 分 离 复 制 的 染色 体 。 每 个 事件 的 开始 都 
受到 精确 的 调控 ,并 且 事 件 执行 过 程 中 的 错误 可 以 被 修正 。 在 从 最 简单 的 单 细 胞 真 
核 生 物 酵 母 直 到 复杂 的 后 生生 物 例如 人 类 自己 ,这 些 调控 的 分 子 事件 都 是 高 度 保守 
的 。 细 胞 周期 事件 的 精确 调控 可 以 保证 生命 的 存活 ,而 这 些 精确 调控 的 丢失 则 会 增 
加 染色 体 不 稳定 性 并 且 增 加 震 患 癌症 的 风险 。 在 合子 形成 过 程 中 ,有 丝 分 裂 细胞 周 
期 被 改变 为 减 数 分裂 细 胞 周期 ,产生 对 有 性 生殖 至 关 重 要 的 染色 体 数 上 月 减 倍 。 减 数 
分 裂 同 时 增加 了 遗传 变异 ,而 变异 是 进化 的 驱动 力 。 因 此 ,细胞 周期 在 所 有 生命 的 调 
控 和 发 育 过 程 中 发 挥 中 心 作用 ,而 且 保 证 生命 在 亲 代 和 子 代 的 连续 性 。 在 真 核 生 物 
中 ,保证 有 丝 分 裂 过 程 中 精确 的 染色 体 分 离 的 分 子 机 制 对 于 保证 染色 体 的 整 倍 性 是 
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极其 重要 的 。 精 确 的 染色 体 分 离 不 仅 需要 染色 体 DNA 上 的 功能 结构 域 , 也 需要 细 
胞 周期 过 程 中 众多 分 子 的 协调 。 定 位 于 着 丝 粒 DNA 上 的 动 点 复合 物 和 其 调 市 系统 
对 于 染色 体 分 离 的 保 真 性 是 必需 的 。 对 动 点 复合 物 结构 .组 狂 和 功能 的 进一步 研究 
将 帮助 我 们 更 透彻 地 了 解 细胞 增殖 调控 生日 质 网 络 。 


= LF Hela 细胞 中 微 党 和 ACA EHA ME M 


1. 材料 

Hela 细胞 `.PBSCpPH 7.4)、PHEM .甲醛 (分 析 纯 ) . Triton X-100、BSA 、B-Tubu- © 
lin HLIK. ACA itk FITC, Rhodamine, Hi% K X. 

2. AK 

(1) 用 预 热 的 PHEM 润 洗 细胞 ,室温 Imin; 

(2) 用 预 热 的 0.1% Triton X-100( 用 PHEM 配制 ) 抽 提 细 胞 ,室温 1min; 

(3) 用 3.7% 甲 醛 ( 用 PHEM 配制 ) 室 温 固定 7min; 

(4) FA PBS Wye 3 次 ,每 次 10min; 

(5) 用 1% BSA( 用 PBS 配制 ) 阻 断 20min; 

(6) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(7) B-Tubulin 抗体 孵育 30min; 

(8) 用 PBS Wye 3 次 ,每 次 10min; 

(9) FITCC Ht) tA A 60min; 

(10) FA PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(11) ACA 抗体 孵育 60min; 

(12) FA PBS YAY 3 次 ,每 次 10min; 

(13) Rhodamine (4 4) IE FF 30min; 

(14) 用 PBS 润 洗 3 次 ,每 次 10min; 

(15) IAT KA HA 

3, 结果 

彩 图 35( 见 彩 页 10) 为 有 丝 分 裂 期 的 细胞 , 蓝 色 标记 的 为 染色 体 , 红 色 标 记 的 为 
微 管 ,绿色 标记 的 为 ACA, 

4, 注意 事项 

微 管 的 结构 对 温度 和 和 钙 离 子 比 较 敏 感 , 所 用 的 试剂 一 年 要 预 热 ,同时 避免 钙 离子 
的 污染 。 
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对 于 染色 体 的 研究 始 于 19 世纪 70 年 代 , 但 直到 1956 年 , 才 最 终 确定 人 类 体 细 
WRA 46 条 染色 体 。 随 后 ,染色 体 标本 制备 和 染色 技术 也 得 到 快速 发 展 ,尤其 是 空 
气 干燥 法 制备 染色 体 标 本 和 染色 体 显 带 技术 的 发 明 , 使 人 们 把 肿瘤 和 先天 生理 缺陷 
与 染色 体 异 常 联系 起 来 ,从 而 奠定 了 现代 细胞 遗传 学 的 基础 。20 世纪 70 ER AN 
用 放射 性 同位 素 标记 DNA 片段 ,并 与 中 期 染色 体 标本 杂交 ,建立 了 染色 体 放射 性 原 
位 琳 交 技术 (in situ hybridization,1SH)。 放 射 性 原 位 杂交 技术 使 我 们 能 够 把 DNA 
片段 定位 在 染色 体 上 ,从 而 开创 了 用 分 子 生物 学 方法 研究 细胞 遗传 学 的 先河 ,众生 了 
分 子 细胞 遗传 学 。 但 由 于 放射 性 原 位 杂交 操作 繁复 、 实 验 周期 长 .不 安全 等 ,人 们 开 
始 尝试 用 非 放 射 性 物质 取代 同位 素来 标记 探 针 ,如 用 生物 素 和 地 高 辛 标记 探 针 ,于 是 
建立 了 非 放 射 性 原 位 杂交 技术 。1986 年 Pinkel 等 用 耦 联 FITC 的 avidin (fluoresce- 
in-labeled avidin) 检测 生物 素 标记 的 DNA 探 针 ,并 在 荧光 显微镜 下 进行 分 析 , 从 而 
建立 了 菊 光 原 位 杂交 技术 (flourescence in situ hybridization, FISH), FISH 技术 由 
于 灵敏度 局 .实验 周期 短 .操作 安全 ,特别 是 可 以 同时 分 析 一 种 以 上 的 探 针 ,因此 很 快 
成 为 检测 染色 体 异 常 的 重要 手段 。 同 时 ,FISH 技术 本 身 也 得 到 快速 发 展 。 


第 一 节 ”区 光 原 位 杂交 的 基本 原理 与 基本 过 程 


一 次 光 原 位 杂交 的 基本 原理 


炎 光 原 位 杂交 如 彩 图 36 所 示 ( 见 彩 页 11) ,用 荣光 色素 标记 的 核酸 作为 探 针 , 按 
照 碱 基 互 补 的 原则 ,与 等 检 材 料 中 的 核酸 进行 特异 性 结合 ,形成 可 被 检测 的 杂交 双 链 
BIR. RATER KA IRE DF (reporter molecule) 的 核酸 作为 探 针 , 在 杂交 后 ,用 带 
有 诡 光 标记 的 报告 分 子 的 亲 和 物 或 抗体 进行 检测 。 由 于 DNA 分 子 在 染色 体 上 呈 线 
性 排列 ,因此 可 以 用 基因 或 基因 片段 作为 探 针 与 染色 体 标本 进行 荧光 原 位 杂交 从 而 
将 基因 定位 在 染色 体 上 。 


二 、 灾 光 原 位 杂交 的 基本 实验 过 程 


葡 沦 原 位 滋 交 的 基本 实验 过 程 如 图 10-1 所 示 ,主要 包括 探 针 制备 .杂交 标本 的 
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制备 、 杂 交 前 预 处 理 、 杂 交 、 杂 交 后 处 理 和 杂交 标本 分 析 , 现 分 别 介 绍 如 下 : 


auch 
DNA 标记 POT 将 探 针 置 于 载 正片 上 
RNA ey 一 一 一 一 一 一 


PNA 


在 奖 光 显 微 镜 下 观察 检测 杂交 
图 10-1 荧光 原 位 杂交 (FISH) 的 基本 实验 过 程 


(一 ) 探 针 制备 


进行 荧光 原 位 杂交 首先 需要 有 杂交 探 针 。 探 针 是 一 段 带 有 荧光 色素 或 ( 半 ) 抗 原 
的 核酸 序列 。 其 长 度 介 于 15 BME AER I AD 250~650 个 核 苷 酸 的 探 针 
采 交 效果 最 好 。 探 针 可 以 是 完整 的 基因 ,也 可 以 是 基因 片段 ;可 以 是 天 然 的 ,也 可 以 
是 人 工 合 成 的 核酸 序列 。 此 外 ,根据 探 针 的 化 学 性 质 、 定 位 和 用 途 , 可 将 探 针 分 为 多 
种 类 型 。 不 同 种 类 的 探 针 ,制备 方法 也 不 尽 相 同 。 

1. 探 针 的 种 类 和 获取 

CL) 探 针 的 种 类 ,根据 化 学 组 成 ,可 将 探 针 分 为 DNA、RNA、PNA RERUM 
PRET ~ 
DNA 探 针 。 这 类 探 针 应 MHR) ,可 以 通过 化 学 合成 .克隆 或 PCR 技术 获取 ， 

RNA 探 针 。 一 般 用 RNA 聚合 酶 体外 转录 克隆 的 DNA 序列 获得 。RNA-RNA 
杂交 分 子 在 所 有 可 能 的 杂交 分 子 中 最 为 稳定 ,但 RNA 探 针 容易 被 RNase 降解 。 

赛 核 苷 酸 探 针 。 它 是 根据 探 针 靶 序 列 的 碱 基 顺 序 用 化 学 方法 合成 的 单 链 DNA 
(single strand DNA, ssDNA) ,其 长 度 为 15 一 50 ARR. 由 于 分 子 小 ,因此 更 容 
多 渗透 到 细胞 的 目标 区 域 , 但 也 正 由 于 分 子 小 ,限制 了 其 所 能 携带 的 荧光 基 团 或 报告 
分 子 的 数目 ,并 最 终 导 致 杂交 后 荧光 信号 较 弱 。 因 此 ,这 类 探 针 仅 适用 于 对 重复 单位 
较 短 的 高 度 重复 序列 (如 染色 体 端 粒 序 列 ) 的 荧光 原 位 杂交 分 析 。 

RRA FB (peptide nucleic acid,PNA) 探 针 。PNA 寡 育 物 是 一 类 新 型 分 子 ,其 结 
fj DNA 相似 。 但 在 PNA 中 ,没有 核糖 -磷酸 基 骨 架 , 其 骨架 是 不 带电 的 肽 链 ( 聚 
酰胺 ), 如 图 10-2 所 示 。PNA 与 DNA 杂交 时 ,也 遵循 A-T,C-G 碱 基 配 对 原则 ,如 图 
10-3 所 示 。 与 DNA 相 比 ,PNA 对 热 稳 定 .与 DNA 的 结合 不 依赖 于 离子 强度 ,因此 
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来 交 时 , 受 探 针 变 性 温度 和 溶液 pH 值 的 影响 较 小 。 鉴 于 这 些 特点 和 优点 ,PNA 有 
ARA DNA 或 RNA fF Ae EIR AR CHR ET. (A PNA 探 针 只 能 通过 化 学 方法 
进行 合成 ,而 且 合成 费用 较 高 ,因此 迄今 所 用 的 PNA 探 针 还 仅 限 于 染色 体 的 泛 着 丝 
粒 (pan-centromere) 和 泛 端 粒 (pan-telomere) 探 针 。 


yoy 


/ / 
O QO=P—O O 
HN ‘0 
B, z A==::T 
重复 q O ae K Ay 
单位 N N O-P-O 
O O 
0 O=p—o HN CEG O 
HN `O GK 0-p-0 
B; B, 
q 0 0 
< Ae HN pay 
B=Thymine / 0 we O-P-O 
Cytosine / 
0 O=P—O l 
Adenine < O 
Guanine HNR OR HN T:--- A o 
PNA DNA we 0 
A DNA 
注 :PNA 的 骨架 由 通过 肽 键 连 接 的 N-I 基 甘氨酸 重复 单位 构 HN 
成 , 碱 基 通 过 亚 甲 基 痰 基 连 接 在 骨架 上 ,PNA 分 子 不 带电 PNA 
fy. DNA 的 骨架 由 脱氧 核糖 和 带 负 电荷 的 磷酸 基 团 组 成 ， 10.3 PNA DNA ~ 
焉 基 通过 糖苷 键 连接 在 骨架 上 图 10- 和 DNA 的 结合 
图 10-2 PNA 和 DNA 的 结构 比较 遵守 碱 基 互 补 原 则 


(2) 探 针 获取 ,获取 探 针 的 主要 方法 ,包括 化 学 合成 .克隆 和 PCR 扩 增 : 
”化 学 合成 。 对 碱 基 序 列 已 知 的 蹇 核 车 酸 探 针 , 一 般 用 化 学 方法 进行 合成 ,如 人 类 
染色 体 泛 端 粒 和 泛 着 丝 粒 探 针 的 制备 。 
克隆 法 获取 探 针 。 由 于 DNA 测序 和 基因 定位 工作 的 需要 ,人 们 构建 了 多 种 生 
物 的 染色 体 YAC (yeast artificial chromosome) , BAC (bacterial artificial chromo- 
some), PAC (plasmid artificial chromosome) M ft #i (plasmid) FES, EERE HS 
HY oe RE» ETT HG SR. A SESE BY BAP 4) HER YAC, BAC 或 PAC DNA, 将 其 中 的 插 
人 序列 分 离 标记 后 即 可 用 作 荧 光 原 位 杂交 探 针 。 对 于 PAC 和 质粒 DNA, 由 于 分 子 
较 小 ,用 常规 方法 提取 后 , 即 可 进行 标记 用 作 探 针 ; 对 于 YAC DNA, 由 于 分 子 很 大 ， 
不 能 直接 用 作 荧 光 原 位 杂交 探 针 ,因此 需要 首先 用 脉冲 场 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 出 
YAC, 册 用 酶 切 和 PCR 方法 获取 其 中 的 插入 片段 ,经 标记 后 用 作 探 针 。 目 前 ,最 常 
用 也 是 最 简便 的 从 YAC 中 制备 荧光 原 位 杂交 探 针 的 方法 有 万 能 引物 PCR 法 
(universal primer PCR) 和 DOP-PCR 法 (degenerate oligonucleotide-primed PCR), 





第 十 章 ” 灾 光 原 位 末 交 135 


对 于 BAC DNA, 由 于 分 子 介 于 15 一 40kb, 用 作 探 针 时 ,不 易 进 和 人 细胞 与 其 靶 DNA 
结合 ,但 也 不 需要 特别 分 离 其 中 的 插入 片段 ,只 需 在 探 针 标记 时 ,选用 适当 的 标记 方 
法 使 获得 的 探 针 长 度 不 大 于 2kb, 如 选用 DOP-PCR、 随 机 引物 PCR (random primer 
PCR) 或 随机 引物 法 进行 探 针 标记 。 

目前 ,多 种 YAC、BAC 或 PAC 克隆 均 可 从 构建 克隆 的 实验 室 或 生物 公司 如 In- 
vitrogen(http://clones. invitrogen. com/index. php) 获 取 。 

PCR 扩 增 获取 探 和 针 。 用 全 基因 组 、 整 条 染色 体 、 染 色 体 特定 区 段 的 DNA 或 cD- 
NA 作为 模板 ,进行 PCR 扩 增 以 获取 探 针 DNA。 根 据 PCR 所 用 引物 ,可 把 这 类 探 
针 分 为 染色 体位 点 特异 的 探 针 (locus specific probes) 和 涂 染 探 针 (painting probes), 
制备 染色 体位 点 特异 的 探 针 时 ,可 选用 上 述 任意 一 种 DNA 作为 模板 ,但 引物 必须 是 
D 增 该 位 点 序列 的 特异 引物 。 制 备 深 染 探 针 时 ,应 根据 研究 需要 ,选用 整 条 染色 体 或 
染色 体 特 定 区 段 的 DNA 作为 模板 ,进行 随机 引物 PCR 或 DOP-PCR 扩 增 。 制备 比 
较 基 因 组 杂交 (comparative genome hybridization，CGH) 探 针 时 , 则 选用 完整 基因 
组 DNA 作 模 板 ,进行 随机 引物 PCR 或 DOP-PCR 扩 增 。 

基因 组 DNA 可 用 常规 方法 提取 ; 整 条 染色 体 的 DNA 一 般 用 流 式 细胞 仪 根据 
分 子 量 进行 分 选 获 取 ; 染 色 体 特定 区 段 的 DNA, 一 般 用 染色 体 显 微 切割 法 获取 ,也 
可 考虑 从 相应 的 YAC 中 分 离 。 

2. 荧光 素 或 ( 半 ) 抗 原 标记 核 普 酸 

对 探 针 的 标记 是 通过 把 荧光 色 案 或 ( 半 ) 抗 原 标记 的 核 苷 酸 引 入 探 针 序列 实现 
的 ,现在 绝 大 多 数 标记 核 苷 酸 均 可 从 生物 公司 天 到 ,但 一 般 价 格 较 高 。 如 采用 量 较 
大 ,也 可 分 别 购买 灾 光 色素 和 核 苷 酸 , 目 行 标记 (标记 方法 参见 http://info. med. 
yale. edu/genetics/ward/tavi/n_coupling. html) 。 

原则 上 ,dATP、dGTP、dCTP 和 dUTP 等 各 种 dNTP 均 可 被 荧光 素 或 ( 半 ) 抗 原 
标记 ,但 在 实际 工作 中 ,标记 的 dUTP 和 dCTP 的 应 用 最 普遍 。 各 种 商品 化 的 荧光 
色素 ,冷冻 于 燥 后 可 在 一 20 必 条 件 下 保存 数 年 ;为 避免 奕 光 色 育 分 解 和 突 光 滩 灭 ,只 
有 在 使 用 时 才 溶 于 二 甲 基 亚 砚 ,并 分 装 后 保存 在 一 80 信 条件 下 。 芝 光 色 系 或 ( 半 ) 抗 
原 通 过 胺 化 反应 结合 到 核 萌 酸 上 ,常用 的 胺 反应 试剂 包括 政 珀 酰 酯 、 异 硫 握 酸 酯 、 磺 
RAF. 

目前 常用 的 荧光 色素 包括 Vysis 提供 的 SpectrumGreen, SpectrumRed, Spec- 
trumOrange 等 ,Molecular Probes 提供 的 Alexa Fluor 系列 葡 光 色素 。 此 外 ,还 有 
FITC Cy3 .TexaRed、Rodamine 等 ,其 吸收 和 发 射 峰 如 表 10-1 所 示 ， 

荧光 原 位 杂交 时 常用 于 核 苷 酸 标记 的 抗原 和 半 抗 原 有 地 高 革 (Digoxinin) 和 生 
Hm Æ (Biotin). 
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表 10-1 用 于 直接 标记 的 常用 的 荧光 素 / 半 抗原 种 类 


灾 光 系 染色 剂 或 半 抗 原 分 子 量 吸收 峰 (nm) 发 射 峰 (nm) 


472 


zz | oO 
and ET 
= 
a | 
加 > ce) 
© on 
© © 
— DS 
ah | 
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3. 标记 探 针 

标记 探 针 是 把 标记 的 核 苷 酸 引 入 DNA、RNA 或 PNA 的 过 程 。 根 据 引 入 的 过 
程 不 同 ,标记 方法 可 分 为 缺口 平移 法 (Cnick translation) 随机 引物 法 (random prim- 
ing)、PCR 法 等 ;根据 对 杂交 后 探 针 的 检测 方法 ,又 可 分 为 直接 标记 和 间接 标记 两 种 
Fi Bee 

(1) 探 针 标记 方式 : 

直接 标记 (如 图 10-4 中 A 所 示 )。 将 菊 光 色素 分 子 直 接连 接 于 探 针 DNA、RNA 
或 PNA 上 ,杂交 后 的 标本 不 需 抗 体检 测 即 可 用 葡 光 显微镜 或 流 式 细 胞 仪 进行 分 析 
测定 。 这 种 方法 快速 傈 便 、 杂 交 后 标本 上 的 杂 信 号 较 少 。 但 由 于 直接 标记 探 针 的 杂 
区 信号 不 能 放大 ,因此 杂交 信和 号 较 弱 ， 









x : P, wi! fe 故 一 般 只 用 于 对 多 拷贝 序列 的 检测 。 

ot eee SR T Be Z K TE AS BL AA ee Ee M e R KS 

| yý 不 断 发 展 , 直 标 型 探 针 的 灵敏 度 也 不 
下 

A 直接 标记 法 B 间接 标记 法 间接 标记 (如 图 10-4 中 B 所 示 )， 

10-4” 探 针 标 记 方 式 把 报告 分 子 (reporter molecule) 如 生 


Dy FR BN, dh ey EE FR FE DNA、RNA 或 
PNA 上 ,杂交 后 用 带 有 菊 光 色素 标记 的 报告 分 子 的 亲 和 物 或 抗体 进行 检测 。 和 常用 
的 报告 分 子 有 :生物 素 、 地 高 六 .2- 乙 酰 氨基 荔 、 二 硝 基 茶 酚 、 汞 分 子 和 硫化 基 团 等 。 
其 中 前 两 者 用 于 标记 核 苷 酸 类 似 物 ,并 以 缺口 平移 、 随 机 引物 、`PCR 或 RNA 体外 转 
RIES ARH HE, 故 最 为 常用 。 由 于 间接 标记 可 以 根据 需要 对 杂交 信号 进行 一 次 或 
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多 次 放大 ,因此 对 单 拷贝 序列 的 检测 至 为 重要 。 

(2) 探 针 标记 方法 , 探 针 标记 除 把 带 有 标记 的 核 苷 酸 引 人 探 针 序列 ,还 可 以 将 
DNA 片断 缩短 至 500bp 以 下 。 现 将 主要 方法 介绍 如 下 : 

缺口 平移 法 (Nick Translation). Wn A 10-5 Prax, Al A KBR A DNA RSi 
1 5 -3 的 核酸 外 切 酶 活性 在 核酸 链 上 产生 随机 缺口 ,再 通过 其 5 -3 的 核酸 聚合 酶 活 
性 将 核 苷 酸 添加 到 缺口 的 3' 端 ,从 而 把 带 有 荧光 色素 或 ( 半 ) 抗 原 标记 的 核 萌 酸 引 入 
核酸 链 。 缺 口 平移 法 所 用 的 试剂 可 分 别 购买 ,也 可 利用 商品 化 的 试剂 使 。 下面 以 用 
SpectrumRed dUTP 标记 人 8 号 染色 体 着 丝 粒 DNA 为 例 来 说 明 缺 口 平移 法 所 用 试 
剂 和 标记 过 程 。 

缺口 


on A 
7 DNA RNA 
3’ , 5! 


| 模板 DNA $ 
DNA 来 合 酶 





”图 10-5 POFSERB 


Ll. 试剂 | 

|. dNTP 混合 物 ( 不 含 dTTP): € dATP, dCTP 和 dGTP 40.2mM, 500mM 
Tris-HCICpH 7. 8),50mM MgCl; ,100mM 2-#§3£ 27, , 

i. Pol I /DNase 工 混合 物 : 含 0. 5U/nL DNA Polymerase [ 、0. 4mU/uL 
DNase | .50mM Tris-HCI(pH 7.5).5mM Mg-acetate .0. 1mM PMSF.50% (v/v) 
glycerol 和 100ug/mL BSA, 
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ii. SpectrumRed dUTP (1mM), 

iv. dTTP(1mM), 

V. 终止 缓冲 液 : 0.5 M EDTA (pH 8.0), 

Vi. 无 菌 蒸馏 水 。. 

.步骤 

i .把 0. 5mL 离心 管 置 于 冰 上 ,向 离心 管 中 依 次 加 入 :DNA 2pg; 混 合 物 104L; 
dTTP(1mM)1. 2uL;Spectrum-Red-dAUTP(1mM)0. 8u L; MEARKE 907L。 

i. RIMA 10pL DNase I /DNA polymerase 工 ; 混 匀 ,在 微量 离心 
机 上 离心 5s 使 液体 汇集 到 离心 管 底部 ,15CC 旷 育 24 一 72h。 

il. 加 入 SuL 终止 缓冲 液 并 混 匀 。 

随机 引物 法 (Random primer labeling)。 原 理 如 图 10-6 所 示 ， 即 以 变性 后 的 探 
针 DNA 链 为 模板 ,在 随机 引物 的 引导 下 ,利用 Klenow 酶 的 聚合 酶 活性 把 标记 核 苷 


随机 引物 标记 








NTP 
@ E MEA dUTP a T E UTP, 





图 10-6 ”随机 引物 法 原理 
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Ma] A DNA 链 。 下 面 以 用 SpectrumRed dUTP 标记 人 8 号 染色 体 着 丝 粒 DNA 为 
例 来 说 明 随 机 引物 标记 法 所 用 试剂 和 标记 过 程 。 

I. 试剂 

i. 反应 缓冲 液 :0. 67M HEPES,0. 17M Tris-HCl, 17mM MgCl,,33mM 2- 
mercaptoethanol,1.33mg/mL BSA, 

i ， 随 机 引物 :18 OD. U/mL BR EBIWAR®D. 

ii. dNTP 混合 物 : 含 dATP、dCTP 和 dGTP 各 0. 5mM;1.2ul dTTP(1mM); 
0. 8uL SpectrumRed dUTP(1mM), 

iV. Klenow 酶 : 3U/pL Klenow, 

V. 终止 缓冲 液 : 0.5M EDTA ,pH 8.0, 

Vi. FARIA. 

I. 步骤 

|. 将 25ng 人 类 8 号 染色 体 着 丝 粒 DNA 溶解 于 5 一 20pL 蒸馏 水 ,沸水 处 理 
min ARIA nike nts 

. 向 上 述 反 应 体系 中 加 入 : 

6 a dNTP 混合 液 ;0. 5uL dTTP 溶液 ;0. SuL SpectrumRed dUTP 溶液 ;15uL 
随机 引物 ;加 藻 馏 水 至 总 体积 为 uL RRRS. 

ii. MA luL Klenow 溶液 , 轻 轻 混 匀 。 

iV. 25C 1~16h, 

V. 加 入 5uL 终止 缓冲 液 。 

注意 事项 ;为 了 达到 最 好 的 标记 效果 ,必须 在 标记 前 用 酶 处 理 使 超 螺 旋 的 DNA 
线性 化 或 者 用 碱 变性 代替 热 变 性 。 

PCR. BAG PCR 法 把 荧光 色素 或 ( 半 ) 抗 原 标 记 的 核 背 酸 引 人 DNA 链 中 , 原 

理 如 图 10-7 Bra .- 


10-7 PCR 原理 
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L. 仪器 和 试剂 

|. 热 循 环 仪 。 

ji. 10X PCR 缓冲 液 :500mM KCl 100mM Tris-HCI, pH 8. 4;15mM MgCl, ; 
SuM 引物 ; 5U/wnL Taq 聚合 酶 ;2mM dTTP; dNTP RAW: & dATP. dCTP 和 
dGTP 各 5mM;1mM SpectrumRed dUTP; 10ng/ul 模板 DNA. 

I. 方法 

|. ÆRE PCR 管 中 加 入 : 

10pL 10X PCR 缓冲 液 . 2 一 4pL 引物 、4nL dNTP 混合 物 、5pL dTTP、10pL 
SpectrumRed dUTP 1p Taq 酶 、5yL DNA, ,加 水 至 总 体积 为 100nL. 

i .， 混 匀 后 ,进行 PCR 反应 94°C WHE 5min, 然 后 , 按 下 列 条 件 进 行 30 个 循环 ， 

94°C .30 一 60s( 变 性 ); 

50~60°C 、 30 一 60s( 退 火 ); 

69~72°C .0.5 一 4min( 延 伸 ) 。 

4. 探 针 标记 后 处 理 及 探 针 纯化 

探 针 标记 反应 结束 后 ,一 般 不 需要 纯化 或 其 他 处 理 , 即 可 直接 用 于 荧光 原 位 杂 
交 。 但 当 探 针 链 过 长 时 ,可 考虑 用 DNA 酶 处 理 以 获取 合适 长 度 的 DNA 探 针 。 不 同 
DNA 或 DNA 中 核 苷 酸 类 似 物 的 含量 不 同 , 对 DNA 酶 的 敏感 性 也 有 差异 。 

5. 探 针 溶液 配制 

痰 光 原 位 杂交 时 ,需要 把 探 针 以 合适 的 浓度 深 于 杂交 缓冲 液 中 。 现 在 杂交 缓冲 
液 有 多 种 ,一 般 根 据 探 针 的 长 度 来 选用 。 对 于 长 度 大 于 150bp 的 探 针 ,一 般 选 用 粘 
稠度 比较 大 的 杂交 缓冲 液 如 MM2. 155% 甲 酰胺 ,10% 硫酸 葡 聚 糖 ,1 X SSC, 
pH 7.0) , 探 针 浓度 以 2~10ng/plL 较 合 适 。 小 于 150bp KHE ,一 般 选 用 粘 稠度 较 
小 的 杂交 缓冲 液 , 如 甲 酰胺 -BSA 2 wp HR (70% FA ERR, 0. 25% Blocking reagent, 
0. 1% Bovine Serum Album,10mM Tris-HCl, pH 7. 2) , 探 针 浓度 为 150nM 。 

6. 探 针 变性 

单 链 DNA/RNA 探 针 不 需 变 性 ,如 RNA 探 针 、 化 学 合成 的 泛 端 粒 PNA 探 针 。 
双 链 DNA 探 针 杂交 前 需要 变性 为 单 链 , 变 性 条 件 一 般 为 70'C ~ 80°C .3~10min, W 
性 后 的 DNA 探 针 一 般 应 立即 转移 到 冰 浴 中 ,使 DNA 维持 单 链 状态 ;但 对 高 度 重 复 
序列 的 DNA 探 针 则 需 置 于 37 15 一 30min ,使 短 的 互补 序列 复 性 以 减少 非特 异性 
的 杂交 信号 ,该 过 程 称 为 预 杂 交 。 

7. 探 针 评 价 

”对 于 商品 化 的 探 针 , 商 家 一 般 都 进行 了 质量 测试 ,不 需 田 做 评价 实验 。 但 对 于 自 

制 的 探 针 , 则 必须 考虑 其 特异 性 、 杂 交 效 率 及 信号 点 的 大 小 和 亮度 等 因素 ,测试 其 是 
否 能 满足 实验 需要 。 

(1) 杂交 效率 == 有 杂交 信号 的 细胞 数 / 分 析 细 胞 数 。 如 在 用 自制 探 针 对 10 000 
个 Hela 细胞 进行 杂交 时 ,得 到 的 杂交 效率 很 高 ,其 中 8 号 染色 体 探 针 的 杂交 效率 达 
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99.83% ,12 号 染色 体 探 针 的 杂交 效率 达 99.95%. 

(2) 探 针 特异 性 = 杂交 信号 在 预期 染色 体 上 /所 有 有 杂交 信和 号 的 染色 体 数 。 

(3) 杂交 信号 的 大 小 和 明亮 程度 。 杂 交 信 号 点 不 仅 要 明亮 .容易 辨认 ,还 要 肾 密 
不 弥散 ,如 彩 图 37 所 示 ( 见 彩 页 11)。 

(二 ) 杂交 标本 的 制备 和 预 处 理 

1. 制 片 

把 用 于 菊 光 原 位 杂交 检测 的 细胞 或 组 织 牢 固 地 附着 于 玻 片 上 ,常用 的 方法 如 下 ， 

(1) 常规 空气 干燥 法 :制备 单 细 胞 悬 液 ,经 低 渗 (0. 075M KCl 或 1%% 柠 檬 酸 钠 ) 
和 国定 (甲醇 : 冰 乙 酸 ) 后 , 滴 于 载 玻 片上 ; 

(2) 涂 片 :制备 单 细 胞 悬 液 ,离心 后 复 悬 于 血清 或 精 浆 中 , 涂 片 ,用 甲醇 或 4%% 多 
聚 甲醛 固定 ; 

(3) 离心 甩 片 :制备 单 细 胞 巧 液 ,离心 使 附着 于 盖 / 载 玻 片 上 ,用 甲醛 或 4%% 多 聚 
甲醇 固定 ，; 

(4) 细胞 息 片 :把 能 附着 生长 的 细胞 直接 种 植 于 盖 玻 片 上 ,用 甲醛 或 甲醇 固定 ，; 

(5) 组 织 切片 的 贴 片 法 :组 织 经 固定 用 石蜡 包 埋 后 , 制 成 切片 并 粘贴 在 玻 片 上 ， 
杂交 前 不 需 再 固定 。 

2. 杂交 前 预 处 理 

预 处 理 的 目的 是 增加 细胞 的 通 透 性 ,使 探 针 容易 接近 靶 DNA。 是 否 需要 预 处 理 
以 及 需要 何 种 预 处 理应 根据 细胞 种 类 和 制 片 方法 来 确定 ,如 空气 干燥 法 制备 的 标本 
一 般 不 需 预 处 理 , 贴 片 法 制备 的 标本 必须 进行 脱 蜡 处 理 等 。 现 把 常用 的 预 处 理 试剂 
和 方法 介绍 如 下 : 

(1) 表面 活性 剂 :将 标本 在 Triton X-100,Tween-20 或 NP-40 等 的 2XSSC 溶液 
中 室温 处 理 10min ,溶液 浓度 一 般 为 0.1%~1%，。 

(2) 蛋白 酶 :0. 002%, 胃 蛋白酶 37 人 处理 10~30min;0, 05% ~2, 5% RE AM K 室温 
处 理 10 一 30min。 我 们 发 现 , 对 于 大 多 数 由 单 细 胞 悬 液 制备 的 标本 ,该 步骤 可 省 略 。 

(3) LISClthium-3 , 5-diiodosalicylic acid) 和 DTT Cdithiotreitol) 处 理 : 这 是 精子 
荧光 原 位 杂交 的 必需 步骤 。 因 为 精子 头 部 DNA 在 大 量 二 硫 键 的 辅助 下 包装 非常 紧 
密 , 导 致 探 针 很 难 进入 精子 头 部 与 技 DNA 264. LIS 和 DTT 处 理 可 解 开 二 硫 键 ， 
使 精子 头 部 DNA 松散 , 探 针 容易 与 之 结合 。 

(4) 脱 螨 处 理 : 用 组 织 切片 标本 进行 荧光 原 位 杂交 时 , 需 用 二 甲苯 或 氧 仿 去 除 标 
本 中 的 蜡 , 可 便于 探 针 进入 组织 细 胞 。 | 

3. 变性 

使 双 链 DNA 解 链 变 成 单 链 。 在 早期 的 灾 光 原 位 杂交 试验 中 ,一 般 是 标本 和 探 
针 分 别 变性 , 称 为 单独 变性 ;现在 人 们 普遍 采用 标本 和 探 针 一 起 变性 ,又 称 共 同 变 性 。 

(1) 单独 变性 :把 标本 置 于 68 一 80Y 预 温 的 变性 液 ( 用 2xSSC 配制 的 70% 甲 酰 
胺 ) 中 5~10min, — 20°C 预 冷 的 70% 一 85% 一 100% 系 列 乙 醉 脱 水 ,快速 吹 干 。 
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(2) 共同 变性 :标本 经 70% — 85% 一 100% 系 列 乙醇 脱水 ,快速 吹 干 后 ,把 探 
针 溶 液 加 至 带 有 细胞 的 区 域 ,加 盖 玻 片 ,用 胶水 或 指甲 油封 固 边缘 , 置 于 70 一 78(L 加 
热 板 上 6~ 10min, Ria WAR A 37 CHEF. 

He fii] AB YE AS Fg EE ,而且 节 省 时 间 , 因 此 已 逐步 取代 单独 变性 。 标 本 和 探 针 变 
性 是 荧光 原 位 杂交 的 关键 步骤 ,如 果 变 性 不 足 , 则 可 能 导致 无 杂交 信号 或 杂交 效率 很 
差 ; 如 果 变 性 过 度 , 则 导致 非特 异 的 杂交 信号 增多 ,影响 标本 质量 。 变 性 温度 和 时 间 
EA MRE ERENBESR GER. SEN AK WEAR RZ WEE 
度 差 。 另 外 ,不 同 的 组 织 .细胞 标本 其 变性 温度 和 时 间 也 不 尽 相 同 , 因 此 建议 在 用 不 
同 的 标本 和 探 针 进行 末 交 实验 时 ,应 对 变性 的 温度 和 时 间 进 行 优化 , 找 出 最 理想 的 变 
ER. 

(三 ) 杂交 

杂交 是 使 变性 的 探 针 和 变性 的 靶 DNA 复 性 ,形成 DNA-DNA 或 RNA-DNA 4 
合体 。 对 于 共同 变性 的 标本 ,在 变性 完成 后 ,立即 转 入 37C 预 温 的 避 光 湿 盒 中 ,于 
37°CHP RH 1 一 3 天 。 当 细胞 和 探 针 分 别 变性 时 , 则 需 把 变性 后 的 探 针 溶液 加 至 经 变性 
处 理 的 玻 片 上 的 细胞 区 域 , 覆 以 盖 玻 片 , 用 胶水 或 指甲 油封 固 边 绿 后 , 置 37C 预 温 的 
避 光 湿 盒 中 ,于 3 CES 1 一 3 天 。 

(四 ) 杂交 后 洗涤 和 细胞 核 复 染 

杂交 后 洗涤 的 目的 是 去 除 未 与 靶 分 子 结 合 以 及 与 靶 分 子 非特 异性 结合 的 探 针 。 
一 般 在 2X SSC(pH 7.0) 配 制 的 50 狼 甲 酰胺 中 以 40 一 45C 温 育 15 一 30min。 洗 涤 温 
度 和 时 间 ,取决 于 所 用 探 针 及 其 靶 分 子 的 性 质 。 如 果 洗 次 过 度 , 洒 交 信 号 号 比较 弱 以 
致 消失 ;如 果 洗 潍 不 足 , 非 特异 的 杂交 信号 多 , 影 啊 分 析 结 采 。 

杂交 标本 洗涤 后 ,用 细胞 核 染料 如 DAPI (10ng/mL) RA F 4 10min, HAR 
王后 加 10~20uL Hie KA Ca vectashield, jackson laboratories) ## VA #3 Be Fr, Bl Ay 
用 于 分 析 。 | 

(五 ) 杂交 标本 分 析 

荧光 原 位 杂交 标本 的 分 析 , 可 根据 实验 目的 选用 荧光 显微镜 、 流 式 细胞 仪 或 激光 
扫描 成 像 仪 ,一般 荧 光 显 微 镜 便 能 满足 对 荧光 原 位 杂交 标本 的 分 析 , 其 配置 和 分 析 过 
程 如 下 : 

1. 滤 色 片 选用 

必须 根据 所 用 荧光 染料 的 激发 和 发 射 波长 ( 表 10-1) 来 选用 滤 色 片 。 

(1) DAPI, Hoechst 33258, Hoechest 33342 

Ex:330~380nm; DM: 400nm; Em; 420nm; 
(2) FITC/SpectrumGreen 
Ex:455~495nm; DM:505nm;Em:515~555nm; 
(3) SpectrumOrange 
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Fx:510~560nm; DM:565nm; Em:590nm; 
(4) Texa-Red/SpectrumRed 
Ex:535~585nm; DM:595nm;FEm;610~685nm, 
注 Ex eR ETE OK CE W Bl Cexcitation filter); 
FEm :发 射 光 滤 片 波长 范围 emission filter); 
DM ; —. f& fn] BHR {= Cdichromatic mirror) 。 
2. 图 像 获 取 
次 光 原 位 杂交 标本 的 图 像 一 般 用 与 显微镜 相连 的 CCD 照相 机 摄取 ,CCD 照相 
机 的 质量 直接 决定 了 所 获取 图 像 的 质量 ,因此 选用 CCD 时 应 考虑 其 分 辨 率 、 灵敏度 
等 。 根 据 所 获取 的 图 像 色 彩 ,CCD 可 分 为 彩色 和 单 色 (黑白 ) 两 种 ,一 般 单 色 CCD 的 
分 辩 率 和 灵敏 度 远 高 于 彩色 CCD, 因 此 单 色 CCD 最 常用 。CCD 摄取 图 像 一 般 由 计 
算 机 软件 控制 ,目前 最 常用 的 软件 有 Metamorph 和 Image-Pro Plus, MARA AL, 
但 都 可 以 满足 荧光 原 位 杂交 标本 图 像 摄 取 和 分 析 的 要 求 。 
(1) Metamorph 由 美国 Universal Imaging Corporation 研制 ,目前 最 新 版 本 为 
7.0。 其 主要 功能 包括 : 
控制 硬件 : 除 CCD 外 ,还 可 控制 其 他 多 种 硬件 ,如 载 物 台 (XY Stage) 、Z-Motor、 
波长 转换 器 ( 滤 光 片 转 轮 ) .外 接 快门 等 。 
图 像 处 理 :包括 背景 扣除 、 平 场 校 正 .FFT., 三 维 图 像 重 建 、 自 动 去 模糊 .RGB 图 
REM. LAR RIE RS A LY Sl RREME. 
图 像 分 析 : 如 计算 面积 . 周 长 KE AE POD i BOF BR .总 强度 值 
等 ,并 可 以 多 种 方式 (object，summary，histogram，scatter plot) 表 现 出 来 。 
(2) Image-Pro Plus 是 美国 MEDIA CYBERNETICS 公司 开发 的 代表 国际 最 新 
水 平 的 全 32 位 图 像 处 理 与 分 析 系 统 软 件 。 目 前 最 新 版 为 Image-Pro® Plus 6. 1, 能 对 
真 彩色 和 黑白 图 像 进行 处 理 ,兼容 多 种 标准 图 像 格式 ,支持 多 种 国际 上 流行 的 图 像 板 
卡 和 数字 CCD 摄像 机 。 包 含 400 多 条 宏 命令 ,具有 宏 调 用 功能 和 C 语言 风格 的 图 
像 分 析 语 言 ,使 用 户 能 在 此 基础 上 开发 出 所 需 的 专用 图 像 处 理 与 分 析 软 件 。 此 外 , 系 
统 的 数据 处 理 可 与 MS Word 和 MS Excel 兼容 。 


= FISH 技术 新 进展 


随 着 荧光 原 位 杂交 技术 的 广泛 应 用 ,荧光 原 位 杂交 技术 本 身 也 得 到 长 足 进步 ,这 
主要 表现 在 以 下 几 方面 : 探 针 标 记 用 荧光 色素 也 由 几 种 发 展 为 几 十 种 ;杂交 步 又 和 过 
程 也 分 别 由 20 多 步 、15h 缩减 为 不 到 10 步 .2h; 更 重要 的 是 ,由 最 初 的 每 次 杂交 用 一 
种 探 针 发 展 为 每 次 杂交 用 多 种 探 针 , 即 由 单 色 菊 光 原 位 杂交 发 展 为 多 色 奖 光 原 位 末 
交 , 这 不 色 大 大 节省 了 时 间 和 试剂 ， 也 使 染色 体 涂 染 分 析 以 及 建立 在 其 基础 上 的 比较 
基因 组 杂交 光谱 核 型 分 析 成 为 可 能 。 
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1, 光谱 核 型 分 析 

光谱 核 型 分 析 (spectrum karyotype,SKY) 是 一 种 波谱 影像 分 析 方 法 , 它 运 用 了 
光谱 干涉 仪 (interferometer) 及 傅立叶 变换 (fourier transform) ,将 图 像 中 每 一 像素 
做 光谱 分 析 后 再 重新 显示 ,增强 了 对 杂交 后 多 种 荧光 的 辨别 。 其 结果 分 显 色 图 像 和 
分 色 图 像 两 部 分 ,前 者 可 于 图 像 获 取 后 即刻 评估 所 有 探 针 的 杂交 质量 ;后 者 用 特定 的 
SKY 软件 ,参照 每 条 染色 体 特有 的 光谱 特征 进行 分 析 。 

利用 SKY 技术 ,可 同时 观察 和 分 析 人 类 全 套 24 条 染色 体 , 使 不 同 染 色 体 在 同 - 
一 张 图 像 呈 现 不 同 颜 色 。SKY 技术 所 用 的 染色 体 探 针 为 全 染色 体 涂 染 探 针 , 其 制备 
过 程 为 流 式 细 胞 仪 分 选单 条 染色 体 , 经 DOP-PCR 扩 增 后 ,用 5 种 不 同 组 合 的 荧光 染 
料 进 行 标 记 。 标 记 好 的 各 条 染色 体 探 针 等 量 混 合 后 ,与 中 期 分 裂 相 进行 原 位 杂交 。 
杂交 后 发 出 的 获 光 经 滤 光 片 进 入 干涉 仪 ,最 终 被 CCD 照相 机 摄取 为 图 像 。 对 每 一 
像素 的 于 涉 图 像 经 传 立 叶 变换 后 进行 分 析 , 即 可 得 到 每 种 发 射 光 的 光谱 ,对 每 种 光谱 
进行 分 析 就 可 得 到 相应 的 显示 色 和 区 分 色 ; 利 用 SKY 软件 对 每 条 染色 体 的 发 射 光 
光谱 进行 分 析 , 即 根据 5 种 荧光 素 不 同 组 合 的 发 射 光 光 谱 的 细微 差别 ,使 不 同 的 染色 
体 显 示 不 同 的 颜色 ,从 而 区 分 人 类 24 条 不 同 的 染色 体 。 

利用 SKY 技术 ,能 对 肿瘤 细胞 中 的 染色 体 结构 异常 和 数目 异常 进行 全 面 分 析 ， 
对 染色 体 结构 异常 分 析 的 分 辩 精 度 可 达 1~2Mb, 为 判断 标记 染色 体 的 来 源 提供 了 
依据 ,克服 了 传统 的 染色 体 显 带 分 析 常 常 不 能 确定 微小 染色 体 、 环 状 染 色 体 和 复杂 易 
位 染色 体 的 来 源 的 不 足 。 但 该 技术 不 能 检测 染色 体 臂 内 倒 位 .部 分 臂 间 倒 位 .染色体 
缺失 和 较 小 的 重复 ,对 染色 体 断 裂 点 的 精确 定位 则 必须 用 位 点 特异 的 DNA 探 针 进 
行 获 光 原 位 杂交 来 验证 。 

2. 比较 基因 组 杂交 

比较 基因 组 杂交 (comparative genomic hybridization, CGH), 是 先 分 离 出 正常 
组 织 和 待 测 组 织 的 DNA ,进行 DOP-PCR 扩 增 后 ,分 别 用 不 同 的 荧光 色素 标记 (如 来 
日 正常 组 织 的 DNA 标 以 红色 , 待 测 组 织 的 DNA 标 以 绿色 ), 然 后 进行 等 量 混合 ,并 
与 染色 体 分 散 良 好 的 中 期 相 杂 交 , 经 适当 洗涤 后 ,在 荧光 显微镜 下 通过 CCD 和 CGH 
分 析 软 件 分 别 获取 杂交 图 像 , 青 把 两 种 图 像 进行 秋 加 。 如 果 肥 加 后 染色 体 呈 黄色 ,就 
说 明正 常 组 织 和 待 测 组 织 中 该 染色 体 物质 含量 相同 , 即 待 测 组 织 中 该 染色 体 的 数目 
和 结构 正常 ;如 呈 红 色 则 说 明 待 测 组 织 中 出 现 该 染色 体 的 缺失 ;如 旦 绿色 则 说 明 待 测 
组 织 中 存在 相应 染色 体 物 质 的 扩 增 。 与 FISH 相 比 ,CGH 能 在 一 次 实验 中 对 待 测 样 
铝 的 全 部 染色 体 扩 增 和 缺失 等 检测 出 来 ,弥补 了 常规 FISH 每 次 只 能 检测 部 分 染色 
体 异 常 的 不 足 。 

但 CGH 不 能 检测 平衡 的 染色 体 异 常 ,如 倒 位 和 相互 易 位 ;对 染色 体 缺 失 和 扩 增 
的 检测 的 灵 人 敏 度 也 有 一 定 限 制 , 即 只 有 在 具有 某 种 染色 体 缺 失 和 扩 增 的 细胞 的 比例 
达到 50% 或 以 上 时 ,才能 被 检测 出 来 。 此 外 ,CGH 检测 到 的 各 种 染色 体 异 常 ,需要 
用 相应 的 染色 体 特 异 的 榨 针 进行 荧光 原 位 杂交 来 确认 。 
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3. 多 色 荧 光 原 位 杂交 

多 色 原 位 杂交 缩写 为 M-FISH,“M” 一 般 代 表 “Moulticolor”, 有 了 时 也 用 于 表示 
“Multiplex” 和 “Multitarget”。M-FISH 的 最 大 特点 是 :将 不 同 的 探 针 标 以 不 同 的 荧 
光 色 素 或 ( 半 ) 抗 体 , 混 合 后 进行 荧光 原 位 杂交 ,使 杂交 后 的 标本 显示 多 种 颜色 ,如 彩 
图 38( 见 彩 页 11) 所 示 。 彩 图 38 为 小 鼠 正 常 的 中 期 染色 体 的 多 色 荧 光 原 位 杂交 图 。 


第 二 万” 奖 光 原 位 杂交 的 应 用 


一 \ 基 因 和 定位 


利用 奖 光 原 位 杂交 可 以 直接 确定 基因 在 染色 体 上 的 位 置 , 即 基因 定位 。 基 因 定 
位 是 多 光 原 位 杂交 技术 在 分 子 细胞 遗传 学 上 的 最 初 应 用 ,也 是 荧光 原 位 杂交 技术 发 
展 的 原动力 。 

(一 ) 基因 与 染色 体 带 型 
”应 用 高 分 辩 FISH 研究 AluCSINE) 和 LICLINE) 序 列 在 人 中 期 染色 体 上 的 分 
布 ,发 现 Alu 序列 主要 分 布 在 R 带 ,L1 序列 主要 位 于 G/Q 深 染 带 。 利 用 FISH 检 
测 小 鼠 基 因 组 中 长 散在 元 件 (LINES) 和 短 散 在 元 件 (SINES) 的 分 布 ,也 发 现 LI 探 
针 结合 于 G 带 型 的 深 染 带 ,Bl 和 B2 探 针 (SINES) 主 要 结合 于 R 带 。 利 用 FISH 研 
究 人 类 基因 组 中 结构 基因 的 分 布 , 发 现 编码 序列 主要 集中 在 染色 体 上 G 十 C( 占 全 基 
因 组 的 35%%) 含 量 最 丰富 的 区 段 。 

(二 ) 着 丝 粒 重 复 序列 的 分 布 与 着 丝 点 形成 

FISH 为 着 丝 粒 结构 研究 提供 了 重要 手段 。 利 用 低 凝 集 的 减 数 分 裂 前 期 染色 体 
和 拉 伸 的 染色 体 作 为 杂交 对 象 ,对 着 丝 粒 重 复 序列 的 重复 元 件 如 a、8 和 传统 卫星 
DNA 的 分 布 进行 分 析 , 从 而 把 两 个 重要 的 卫星 重复 序列 定位 在 小 鼠 染 色 体 的 着 丝 
粒 部 位 。 葡 光 原 位 杂交 后 ,用 着 丝 粒 蛋白 抗体 进行 检测 ,发 现 小 鼠 染 色 体 主 弱 痕 和 着 
丝 点 异 染 色 质 的 形成 不 依赖 于 小 卫星 DNA. 

C=) 端 粒 序列 的 宋 位 

FISH 可 以 直接 观察 染色 体 端 粒 ,简化 了 对 其 在 核 内 的 结构 和 功能 研究 。 
Werner 等 用 FISH 分 析 发 现 , 在 普通 小 麦 等 物种 中 有 遗传 物质 缺失 的 染色 体 的 断裂 
只 依然 存在 疹 粒 序列 ,于 是 提出 在 小 麦 中 可 能 存在 特殊 的 染色 体 修 复 机 制 , 即 可 在 染 
色 体 的 断裂 器 添 加 蹦 粒 序列 ,这 种 " 端 粒 捕获 ?机 制 显 然 可 以 把 染色 体 损伤 稳定 地 保 
存 下 来 。 这 也 为 染色 体 进化 过 程 中 亚 端 粒 部 位 是 断裂 的 “hot spots” 的 观察 提供 了 可 
能 的 解释 。 
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在 利用 FISH 技术 进行 基因 定位 时 ,定位 图 谱 的 分 辩 率 依赖 于 所 用 的 杂交 标本 ， 
如 图 10-8 所 示 。 此 外 ,用 凝集 程度 不 同 (来 自 不 同 细胞 周期 ) 的 染色 体 进行 荧光 原 位 
杂交 分 析 , 各 有 利弊 ,应 根据 实验 目的 进行 选择 (如 表 10-2 AN). 

FISH 分 辨 率 


中 期 染色 体 1~2Mb 


人 工 拉 长 的 染色 体 100kb 


间 期 细胞 核 50~100kb 





DNA 纤 维 1~5kb 
YE :分 辩 率 取决 于 染色 体 所 处 的 细胞 周期 
10-8 利用 FISH 技术 进行 基因 定位 
M102 ”利用 荧光 原 位 杂交 和 凝集 程度 不 同 的 染色 体 进 行 基 因 定 位 的 比较 


> Mg EY, — E 22 BE FE TF 
十 特殊 染色 体 区 段 作 图 
一 死 隆 排 序 时 分 辩 率 不 够 


人 工 拉 长 的 染 十 北 粒 一 着 丝 粒 定 问 
>200kb : 

色 体 a 克隆 片断 排斥 一 确定 克隆 间 的 距离 

十 能 确定 克隆 间 的 距离 ,但 不 精确 
| 约 SOkb~1Mb 

十 精确 确定 克隆 间 的 距离 
DNA #2 2% lkb~500kb 

求 


注 : 十 表示 能 满足 相应 要 求 , 一 表示 不 能 满足 相应 要 


Chromosome assignment; 


中 期 染色 体 >1Mb 


探测 钥 合 现象 或 者 同 源 区 域 





二 染色体 物 理 图 谱 构 建 


物理 图 谱 (physical map) 是 在 DNA 分 子 水 平 上 描述 染色 体 的 界 标 顺序 和 界 标 
间距 离 的 图 谱 。 构 建物 理 图 谱 的 目的 是 分 离 和 鉴定 单个 基因 或 基因 片段 ,为 基因 组 
碱 基 测 序 打下 基础 。 

构建 染色 体 物 理 图 谱 是 各 种 基因 组 计划 的 重要 组 成 部 分 ,因为 现 有 的 技术 不 可 
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能 一 次 就 把 整 条 染色 体 的 碱 基 顺 序 测定 出 来 ,所 以 ,只 有 将 染色 体 DNA 切割 成 小 上 
段 后 插 人 不 同 的 生物 载体 ,经 克隆 复制 后 分 别 进行 碱 基 测 序 ,或 标记 后 用 作 荧 光 原 位 
未 区 探 针 ,以 确定 小 片段 在 染色 体 上 的 位 置 和 排列 顺序 ,从 而 最 终 完 成 整 条 染色 体 的 
碱 基 测 序 ( 如 图 10-9 所 示 ) 。 


> 





M LEIM BY TEE & BF 
B 起 始 DNA :一 系列 的 DNA 分 子 


"u i wi or a e 


— — m m p 








-o M o e 
T- e k a e 








EZEL 


片断 重 可 
图 10-9 物理 图 谐 的 构建 


染色 体 物 理 图 谱 的 分 辨 率 是 两 个 不 同 的 荧光 原 位 杂交 探 针 所 能 够 检测 到 的 最 小 
距离 , 它 决定 了 图 谱 的 准确 性 。 利 用 高 分 辩 率 的 物理 图 谱 能 快速 准确 地 确定 克隆 ( 染 
色 体 小 片段 ) 的 顺序 、 方 向 及 之 间 的 物理 距离 ,因此 提高 图 谱 分 辩 率 成 为 人 们 不 懈 的 
追求 。FISH 技术 发 展 至 今 ,已 可 以 在 不 同 凝集 程度 的 染色 体 上 进行 基因 定位 ,所 得 
图 谱 的 分 辨 率 也 明显 不 同 ,如 在 中 期 染色 体 上 定位 的 分 辩 率 约 为 1~3Mb; 在 用 离心 
力 机 械 拉 长 的 中 期 染色 体 上 的 分 辨 率 则 可 提高 5~20 倍 ;在 减 数 分 裂 粗 线 期 染色 体 
(其 长 度 比 中 期 染色 体 长 10 一 20 倍 ) 上 的 分 辩 率 约 为 100kb; 而 在 间 期 核 染色 质 上 ， 
由 于 染色 质 凝 缩 程度 很 低 ,物理 图 谱 的 分 辨 率 可 达 50kb 左右 ;在 游离 的 染色 体 上 构 
建 染 色 体 物理 图 谱 , 即 对 间 期 核 进行 处 理 , 使 染色 质 丝 失 去 原 有 的 三 维 结构 ,从 而 进 
一 步 降低 染色 体 的 凝 缩 程度 ,可 将 分 辨 率 提高 至 12kb; 直接 利用 DNA 纤维 进行 荧 
光 原 位 杂交 以 构建 染色 体 物 理 图 谱 , 则 可 把 分 辩 率 进一步 提高 10 倍 ,达到 1 一 2Kb。 


三 ,染色 体 结构 分 析 


(一 ) 染色 体 结构 分 析 
理论 上 认为 中 期 染色 体 的 两 条 姐妹 染色 单 体 的 螺旋 手 性 相反 ,但 缺乏 直接 证 据 。 
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Baumgartner 等 利用 杂交 信号 分 别 位 于 染色 单 体 的 内 侧 、 中 间 和 外 侧 的 DNA 探 针 与 


中 期 染色 体 杂 交 , 发 现 它 们 在 姐妹 染色 单 体 上 对 称 分 布 ,而 且 这 种 分 布 在 染色 体 从 前 
中 期 到 中 期 的 不 同上 凝集 阶段 保持 不 变 , 从 而 证 实 了 上 述 假说 。Bickmore 和 Oghene 
用 FISH 方法 研究 特定 DNA 序列 在 中 期 染色 体 骨 架 上 的 位 置 ,发 现 异 染 色 质 和 常 
染色 质 DNA 形成 的 环 大 小 相同 ,不 同 的 DNA 序列 可 能 位 于 距 染 色 体 轴线 不 同位 置 
的 区 域 。 

(二 ) 减 数 分 发 染色 体 研 究 

利用 荧光 原 位 杂交 ,可 以 把 DNA 序列 定位 在 减 数 分 裂 联 会 复合 体 (synaptone- 
mal complex, SC) 上 ,有 助 于 阐明 SC 的 组 织 结构 、 了 解 同 源 染 色 体 配对 和 重组 的 机 
制 。Moens 和 Pearlman 发 现 生物 素 化 的 大 鼠 卫 星 DNA 探 针 与 着 丝 粒 异 染色 质 环 
杂交 ,而 端 粒 序列 CTTAGGG), 只 与 SC 末端 结合 ,表明 不 同 的 染色 质 区 参与 SC 不 
间 区 域 的 形成 。Scherthan 用 FISH 技术 研究 酵母 减 数 分 裂 染 色 体 ,发 现 染色 质 凝 集 


、 和 同 源 染 色 体 配对 发 生 在 联 会 复合 体形 成 之 前 。 此 外 ,该 技术 还 用 于 研究 减 数 分 裂 
重组 和 染色 体 结构 异常 的 关系 ,如 Ashley 等 用 FISH 方法 研究 8 号 染色 体 臂 间 倒 位 


杂 合 子 小 鼠 的 染色 体重 组 ,进一步 证 实 臂 间 倒 位 可 抑制 同 源 染色 体重 组 ;此 外 他 们 还 
发 现 小 女 的 端 粒 可 以 促进 距离 在 250kb 以 上 的 序列 间 的 同 源 重组 。 


四 、 染 色 体 数目 测定 


利用 染色 体 特 异 的 着 丝 粒 探 针 ,与 间 期 或 中 期 细胞 进行 荧光 原 位 杂交 , 则 可 确定 
竺 测 细胞 内 相应 染色 体 的 数目 。 该 技术 已 广泛 应 用 于 着 床 前 胚胎 遗传 学 诊断 (pre- 
implanting genetic diagnosis,PGD) 和 产 前 诊断 ,对 移植 前 胚胎 .羊水 或 绒毛 细胞 中 
党 发 生 非 整 倍 体 的 13、14、15、21 和 性 染色 体 的 数目 进行 测定 ,为 遗传 咨询 提供 依据 。 
此 外 ,该 技术 还 广泛 用 于 肿瘤 细胞 遗传 学 研究 ,对 各 种 肿瘤 标本 中 的 染色 体 组 成 进行 
分 析 , 了 解 肿瘤 的 发 生 、 恶 化 和 预后 与 染色 体 数 目 异常 的 关系 。 在 遗传 毒 理学 中 ,该 
技术 与 细胞 松弛 素 B(cytochalasin B) 诱 发 双核 细胞 技术 相 结合 ,以 分 析 染 色 体 分 离 
弄 和 ,从 而 更 精确 区 分 环境 诱 变 剂 中 的 非 整 倍 体 诱 导 剂 。 最 近 ,我 们 用 该 技术 对 有 丝 
分 裂 后 .未 期 和 自发 的 双核 细胞 中 ,染色体 的 分 配 进行 分 析 ,发 现 染 色 体 不 分 离 可 阻 
止 细胞 质 分 裂 完 成 ,提示 细胞 周期 中 可 能 存在 防止 非 整 倍 体 细胞 产生 的 新 机 人 制 。 


五 研究 染色 体 进 化 /比较 基因 组 学 


用 来 自 某 一 物种 的 基因 或 基因 片段 作为 探 针 ,与 不 同 物种 的 染色 体 进行 荧光 原 . 


位 杂交 ,可 以 确定 研究 的 物种 间 是 否 有 同 源 性 以 及 基因 或 基因 片段 在 染色 体 上 的 位 
置 , 丛 而 了 解 物 种 间 的 进化 关系 。 虽 然 传统 的 染色 体 带 型 分 析 为 染色 体 进化 研究 英 
定 了 基础 ,FISH 技术 的 应 用 进一步 提高 了 分 析 结 果 的 准确 性 。 
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六 ,转基因 的 细胞 学 鉴定 ， 


日 醒 ,利用 转基因 技术 将 外 源 基 因 导 入 动 植物 基因 组 已 成 为 改造 物种 的 常用 方 
法 。 转 基因 的 表达 与 其 在 染色 体 上 的 整合 位 点 有 关 , 整 合 位 点 不 同 ,基因 的 表达 有 明 
显 壹 弄 。 转 基因 的 整合 还 可 能 会 引起 插入 突变 ,影响 对 物种 的 改造 。 荣 光 原 位 杂交 
技术 则 可 检测 外 源 基因 是 否 整 合 到 染色 体 上 以 及 整合 的 位 点 。 


七 基因 表达 分 析 和 临床 病毒 学 检测 


细胞 和 组 织 中 RNA 的 含量 是 基因 表达 的 指标 ,利用 标记 的 CDNA 作为 探 针 与 
组 织 细胞 中 的 mRNA 进行 荧光 原 位 杂交 , 则 可 通过 杂交 信和 号 的 分 布 和 强 弱 确定 基 
因 是 否 在 相应 组 织 细胞 中 表达 以 及 表达 的 程度 。 此 外 ,该 方法 还 用 于 临床 检测 病例 
标本 是 否 感染 病毒 ,如 确定 子宫 颈 组 织 是 否 感染 了 乳头 瘤 病毒 ， 





-Hi KEE HER2/ErbB2/p185 
研究 中 的 应 用 


原 瘤 基 因 NEU 最 早 在 大 鼠 的 神经 胶 质 成 纤维 细胞 中 被 发 现 , 它 编码 一 个 舍 1 
255 个 氨基 酸 ,分 子 量 达 185kDa 的 跨 膜 表面 糖 蛋 白 , 该 蛋白 被 命名 为 p185。 经 序列 
分 析 后 发 现 , 其 与 生长 因子 受 体 (EGFR) 有 很 大 的 同 源 性 。 随 后 不 久 , 在 人 的 17 号 
染色 体 q21 位 置 上 也 发 现 了 鼠 NEU 基因 的 同 源 物 , 它 被 命名 为 HER2/c-erb-B-2， 
HER2 受 体 在 正常 细胞 中 表达 水 平 极 低 , 但 在 胚胎 发 育 期 表达 量 很 高 ,并 证 明 它 与 
EGFR 一 样 在 细胞 的 增殖 和 分 化 中 起 着 重要 的 核心 作用 。 然 而 ,HER2 基因 的 过 表 
达 则 会 导致 相应 受 体 的 过 表达 ,这 一 结果 与 许多 包括 乳腺 癌 、 卵 梨 癌 和 胃癌 及 肠 道 类 
癌症 的 发 展 密切 相关 。 

在 哺乳 动 物 中 ,HER2/ErbB 家 族 由 四 个 享有 很 高 同 源 性 的 崇 密 相关 的 生长 因 
子 受 体 类 分 子 ErbB1、ErbB2 .ErbB3 和 ErbB4 组 成 ,这 些 受 体 均 定 位 于 细胞 表面 ,并 
且 在 许多 组 织 中 都 被 发 现 。 四 种 HER 家 族 受 体 均 由 胞 外 区 (ECD) 、 跨 膜 区 (TM) 和 
胞 内 区 (ICD) 三 个 大 结构 域 组 成 ,它们 C 末端 的 自身 磷酸 化 片段 通常 是 信和 号 传导 通 
路 中 的 纽带 ,起 着 将 胞 外 配 体 结合 信号 传递 至 胞 内 的 枢纽 作用 。 

HER 受 体 通常 是 以 单 体形 态 存 在 的 ,然而 当 它 们 与 配 体 结合 后 就 会 形成 受 体 二 
聚 体 , 这 些 二 聚 体 既 可 能 是 同 二 聚 体 ,也 可 能 是 HER 家 族 成 员 之 间 形 成 的 异 二 聚 
体 , 由 一 个 配 体 与 两 个 爱 体 共同 形成 的 双 体 比 单 体形 式 的 受 体 结 构 要 稳定 得 多 。 在 
HER 家 族 的 四 个 成 员 中 ,HER2/ErbB2 对 它们 形成 二 聚 体 起 了 核心 的 作用 。 研 究 
表明 , 配 体 诱 导 的 ErbB 受 体 二 聚 体 化 有 严格 的 先后 次 序 。HER3、HER4 只 有 在 不 
存在 HER? 时 ,它们 才 与 HER1 形成 异 二 聚 体 ,否则 它们 优先 选择 HER2。 同 样 ,在 
缺乏 HER2 的 情况 下 HER1 和 HER4 诱导 HER3 活化 的 强度 也 被 大 打折 扣 , 所 以 
HER2 可 能 是 其 他 ErbB 受 体 家 族 成 员 传 递 信号 的 中 心 。 

在 10 种 不 同 的 HER 辣 / 异 二 聚 体 结合 模型 中 ,含有 HER2 的 模型 存在 周期 最 
长 而 且 传 递 最 强 的 生长 信和 号 ,因而 与 细胞 恶性 增殖 的 关系 最 为 密切 ,过 表达 HERZ 
能 导致 肿瘤 的 发 生 和 形成 。 现 在 ,已 经 知道 的 恶性 肿瘤 如 乳腺 癌 和 卵 集 癌 及 部 分 胃 
癌 .肺癌 和 口腔 癌 病 人 的 肿瘤 组 织 中 均 检 测 到 了 p185 的 高 水 平 表 达 。 其 中 ,以 乳腺 
癌 中 p185 高 表达 比例 最 高 。 

在 世界 各 地 ,每 年 有 100 万 个 新 出 现 的 乳腺 癌 病 人 。 目 前 ,乳腺 瘤 已 经 是 威胁 妇 
女 健康 最 主要 的 恶性 癌症 , 占 所 有 女性 所 患 瘤 症 的 18% 。 在 美国 ,乳腺 瘤 更 上 白 到 所 
有 诊断 出 的 妇女 所 患 癌症 的 30% 。1987 年 ,Slamon 等 最 早 发 现 了 乳腺 瘤 与 HER2 
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过 表达 之 间 的 关系 ,ErbB2 的 扩 增 出 现在 约 30% 的 早期 乳腺 瘤 中 ,并 且 随 着 其 表达 
量 的 增加 ,乳腺 瘤 病人 的 存活 率 也 随 之 下 降 ,而 正常 组 织 中 几乎 检测 不 到 ErbB2 的 
存在 ,这 提示 ErbB2 的 过 表达 可 以 作为 诊断 乳腺 癌 的 预后 指标 。 在 乳腺 瘤 病 人 中 ， 
92% 的 HER? 过 表达 是 由 于 HER? 基因 的 扩 增 , 即 产 生 比 正常 的 两 个 拷贝 更 多 的 基 
因 拷 贝 ,这 使 得 随后 转录 水 平 明 显 增高 ,从 而 导致 HER2 蛋白 的 水 平 上 升 。 在 肿瘤 
细胞 中 ,HER2 的 含量 可 达 正 常 细胞 表面 的 100 倍 以 上 ,这 种 异 带 基因 扩 增 的 诱发 机 
制 现在 尚 不 清楚 。 另 外 ,还 有 少量 癌症 中 的 HER? 过 表达 是 因为 转录 及 转录 后 加 工 
的 异常 。 

HER2 过 表达 的 乳腺 瘤 肿 瘤 的 恶性 程度 高 ,迁移 性 和 浸润 性 强 ,并 且 对 化 疗 药物 
更 加 不 敏感 ,治疗 后 复发 的 可 能 性 大 。 现 在 ,对 乳腺 癌 中 的 HER? 表达 水 平 的 诊断 
已 经 发 展 了 如 Western blotting .ELISA ,免疫 组 化 ,组 织 原 位 杂交 等 多 种 分 析 手 段 ， 
HER2 在 乳腺 瘤 肿 瘤 组 织 中 表达 水 平 不 仅 可 以 定性 ,而 和 且 可 以 定量 地 测量 。 这 些 数 
据 为 指导 和 设计 治疗 方案 起 到 不 可 忽略 的 辅助 作用 。 


第 一 节 ”用 免疫 荧光 细胞 化 学 的 方法 鉴定 
抗体 与 p185 的 结合 特异 性 


在 研究 诊断 及 治疗 HER2 过 表达 的 肿瘤 的 新 方法 中 ,采用 表面 表 位 包 埋 法 成 功 
地 从 免疫 小 鼠 身 上 筛选 到 了 三 株 抗 HER2 的 单 克隆 抗体 。 它 们 都 特异 性 在 p185 的 
胞 外 区 ,因此 用 荧光 标记 的 抗体 可 清楚 辨别 肿瘤 细胞 是 否 是 HER? 高 表达 。 另 一 方 
面 ,HER2 抗体 可 以 下 调 肿瘤 表面 HER2 的 表达 ,使 肿瘤 细胞 生长 受到 抑制 ,癌变 逆 
转 , 因 此 抗体 可 用 于 HER? 高 表达 肿瘤 的 治疗 。 为 此 ,对 三 株 单 抗 之 一 进行 了 人 源 
化 改造 ,构建 成 了 含有 鼠 源 可 变 区 和 人 源 恒 定 区 的 所 合 抗体 。 新 的 基因 工程 抗体 面 
临 的 第 一 个 问题 就 是 : 它 是 否 能 特异 性 地 结合 肿瘤 表面 抗原 HER2。 因 此 采用 免疫 
荧光 细胞 化 学 的 方法 ,用 激光 扫描 共 素 焦 显微镜 对 髓 合 抗体 抗原 结合 特异 性 进行 鉴 
E ,表明 它 很 好 地 保留 了 原 有 亲 代 和 鼠 源 单 克隆 抗体 的 结合 特异 性 。 


一 .材料 和 方法 


1. 培养 细胞 
培养 人 乳腺 癌 SK-BR-3 细胞 (其 表面 过 表达 HER? SAO FELE , RRS 
消化 传代 于 盛 有 盖 玻 片 的 培养 亚 ( 直 径 3cm) 内 ,使 细胞 密度 为 10% 一 20 中 ,37 并 过 
夜 培 养 。 
2. 清洗 | 
BRR RRA LER A — ea Ha. ME GEM, 用 0. lmol/L PB 
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(NaH. PO, HO 3. 31g/L, Na: HPO, °7H:0 33. 77g/LO BREE i. 

3. 固定 

ERA A Ar EL PLA, lmlL 改 且 的 Zambon’s HEA S REPE 25g. 
和 苦味 酸 300mL ,25% 戊 二 醛 20ml, i PB 溶液 至 1 000mL) 室 温 下 固定 20min, 


4. 洗涤 
用 0. 1mol/ L PB 洲 液 洗涤 细胞 片 3 次 ,每 次 3min, 
5. 加 一 抗 反 应 


每 张 细 胞 片上 加 100pL 待 测 工 程 抗体 (10pg/mlL) ,室温 下 反应 lh, 

6. 洗涤 

用 0. 1mol/L PB 洲 液 将 细胞 片上 未 结合 的 一 抗 洗 去 , 共 洗 桨 3 次 ,每 次 3min。 

7. 加 二 抗 反应 

每 张 细胞 片上 加 00u 羊 抗 人 FITC 标记 的 二 抗 ,室温 下 反应 1h。 

用 0. 1mol/L PB 次 液 洗 深 细胞 片 3 次 ,每 次 3min。 

9, H 4 

ERD Ay Ehi — i B PE ,将 细胞 片 的 细胞 面 朝 下 小 心地 覆盖 在 防 淳 灭 剂 
上 , 儿 使 气泡 进入 ,然后 在 盖 玻 片 四 周 涂 上 少量 指甲 油 将 其 封闭 ,使 盖 玻 片 固定 不 滑 
BN FP ERE nn “SS A a 

封 好 上 的 样品 即 可 在 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 下 观察 RE. 


Z% R 


由 彩 图 39 所 示 ( 见 彩 页 11) ,细胞 膜 由 于 抗体 的 结合 而 被 荧光 染料 染色 ,而 细胞 
质 细胞核 则 完全 没有 着 色 , 这 表明 工程 抗体 能 特异 性 地 结合 膜 表 面 抗原 HERZ. 


第 二 节 EGFP 在 ErbB2 胞 内 区 核定 位 信号 研究 中 的 应 用 


ErbB2 是 瘤 基 因 ErbB2 编码 的 路 膜 受 体 糖 蛋 日 ,属于 受 体 酷 氨 酸 激酶 家 族 。 由 
于 它 在 细胞 瘤 变 和 临床 肿瘤 发 生 及 转移 中 的 关键 性 作用 , 近 些 年 ,人 们 对 ErbB2 的 
作用 机 理 进行 了 大 量 研究 ,但 目标 主要 集中 在 将 其 作为 膜 受 体 的 信号 转 导 途径 方面 ， 
如 ERK .PI3K/AKT.JNK 等 途径 。 

AKR ErbB2 的 核 内 定位 的 报道 首先 是 在 1994 年 通过 酵母 双 杂 交 的 方法 证 明 
ErbB2 的 胞 内 区 与 GAL4 融合 后 ,能 够 作为 转录 激活 子 。2004 年 又 有 报道 发 现在 体 
内 实验 中 核 内 ErbB2 有 多 个 基因 靶 点 ,包括 COX-2(cyclooxygenase enzyme) 基 因 的 
局 动 子 。 这 个 报道 认为 是 全 长 的 ErbB2 出 现在 核 里 ,并 且 确 定 了 ErbB2 作为 转录 调 
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节 子 的 功能 。 
现在 ErbB 家 族 和 蛋白 中 的 四 个 成 员 都 已 经 被 报道 在 核 内 出 现 ,如 表 11-1 所 示 。 
由 于 EGFP( 增 强 型 绿色 荧光 蛋白 ,180kDa) 、ErbB2(185kDa) 和 ErbB3(185kDa) 如 
报道 中 所 说 是 受 体 全 长 进入 细胞 核 。 三 个 受 体 的 分 子 量 远 远大 于 核 孔 复合 物 60kDa 
的 最 大 通 量 ,所 以 ,这 些 生日 质 的 入 核 很 有 可 能 是 由 重 日 本 号 存在 核定 位 信和 与 
(nuclear localization signal, NLS), € 1] E% AAA ABH 5 一 10 个 氨基 酸 组 成 的 短 
序列 ,寻找 并 鉴定 出 蛋白 质 内 的 NLS 信号 ,可 阐明 这 类 膜 受 体 蛋 白人 核 的 可 能 的 
机 制 。 
R 11-1 ErbB 家 族 的 入 核 形式 及 入 核 功 能 
人 核 形 式 入 核 功能 
EGFP 配 体 十 受 体 全 长 作为 转录 因子 与 Cyclin DI 启动 子 上 的 ATRS 结合 
ErbB2 (ZERK 作为 转录 调节 子 与 COX-2 主动 子 上 一 段 序 列 结合 
ErbB3 | 配 体 十 受 体 全 长 未 知 ,但 该 受 体 可 在 核 与 质 间 穿 梭 
ErbB4 ”| 受 体 胞 内 区 作为 转录 因子 STAT5A 的 伴侣 分 子 人 核 





ErbB 家 族 成 员 中 最 早 被 报道 有 NLS 的 是 在 EGFP 内 。2002 年 ErbB3 中 存在 
的 NLS 序列 也 被 证 实 , 而 且 遂 过 突变 和 缺失 的 实验 ,证 明了 位 于 ErbB3 的 C 末端 的 
NLS2 才 是 有 功能 的 NLS, KTF ErbB4 胞 内 区 的 核定 位 信号 的 鉴定 是 在 2004 年 报 
但 是 对 ErbB2 入 核 的 机 制 却 没有 相关 的 阐述 。 通过 PSORT I Kf 
Chttp;//psort. nibb. ac. jp), 没 有 找到 ErbB2 内 存在 有 经 典 的 NLS 序列 ,但 是 根据 
已 报导 显示 的 序列 对 比 , 发 现在 ErbB2 的 胞 内 区 近 膜 端 也 同样 有 一 段 富 含 碱 性 氨基 
酸 残 基 的 序列 (ss KRRQQKIRKYTMRR™ ) ,它们 与 EGFP 和 ErbB4 的 NLS 很 相 
似 。 

EGFP 是 重 日 全 长 加 上 配 体 一 起 进入 细胞 核 , ErbB4 是 胞 内 区 人 核 , 虽 然 有 报道 
称 ErbB2 是 受 体 全 长 在 核 中 出 现 , 但 ErbB2 到 底 是 以 什么 方式 人 核 还 不 十 分 清楚 

将 EGFP 基因 与 ErbB2 的 全 长 或 分 段 缺失 基因 融合 , 转 染 细胞 ,在 荧光 显微镜 
下 观察 EGFP 在 细胞 中 表达 的 部 位 ,可 阐明 ErbB2 以 全 长 的 形式 在 核 内 出 现 ,还 是 
在 不 同 的 情况 下 以 胞 内 区 的 形式 进入 细胞 核 以 及 这 种 核定 位 是 否 依赖 于 ErbB2 本 
身 含 有 的 NLS 信 号。 


— FSB 


1. BARS HH 
大 肠 杆 菌 菌株 为 BL21、TG-1; 载 体 为 pEGFP-Cl, p3XFLAG; Ja pBaBe GHA 
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有 pl185cDNA) ;COS-7 细胞 和 Hela 细胞 株 。 
2. 抗体 
Anti-FLAG rabbit antibody (Sigma) 。 
Goat anti rabbit Texas antibody (Sigma) 。 
3. 转 染 试剂 


Lipofectamin 购 自 Invitrogen 公司 , 


1. p185 胞 内 区 ICDC ntracellular Domain) 的 分 区 预测 

应 用 ExPASy-PROSITE 在 线 分 析 p185 的 胞 内 区 结构 ,并 参照 Lin，S.Y. 等 研 
究 的 EGFP 胞 内 区 分 区 ,对 p185 胞 内 区 进行 分 区 。 根 据 前 面 综述 中 的 文献 调查 , 认 
为 ErbB2 的 胞 内 区 ( 自 N 端 655 位 到 1234 位 ) 之 间 极 有 可 能 含有 NLS 序列 。 但 是 
用 软件 PSORT [| Chttp://psort. nibb. ac. jp) 和 PredictNLS Chttp://cubic. bioc. 
columbia. edu/ predictNLS) 均 未 预测 出 经 典 的 核定 位 序列 。 但 在 与 ErbB4 对 比 的 序 
列 发 现 ,ErbB2 胞 内 区 有 一 段 序列 KRRQQKIRKYTMRR(amino acids 655 to 668), 
它 有 可 能 是 一 个 NLS. ` 

2. 胞 内 区 或 其 突变 体 与 EGFP 融合 基因 的 构建 

以 pPEGFP-C1 为 载体 ,构建 多 个 含 ErbB 胞 内 区 不 同 片 段 。 克 隆 位 点 位 于 荧光 
ARI A GFP 的 下 游 ,如 图 11-1A 所 示 。 各 ErbB2 基因 的 长 度 .引物 及 在 胞 内 
区 的 位 置 等 如 图 11-1B 所 示 。 


GFP~ErbB2A655~1 234 





655 669 ] 234 


11-1A ErbB2 的 核定 位 


在 某 些 情况 下 ,EGFP 可 能 会 导致 一 些 重 日 向 核 内 扩散 ,为 了 排除 EGFP 自身 扩 
散 造 成 的 对 细胞 核定 位 产生 影响 的 可 能 性 ,采用 另外 一 种 含有 FLAG 而 不 是 EGFP 
的 载体 作对 照 , 进一步 证 明和 蛋白 的 定位 的 位 点 。 这 里 选用 p3XFLAG 载体 ,构建 
FLAG 融合 的 胞 内 区 全 长 (FLAG-1CD) 和 FLAG 融合 的 删除 NLS 序列 的 胞 内 区 全 
长 (FLAG-ICDANLS) 两 个 克隆 ,如 图 11-2 Bra. 

3. 引物 设计 

应 用 Primer 5. 0, Omiga 软件 进行 引物 设计 ,所 使 用 的 酶 切 位 点 Bel [和 
Sal [ /Mut Í., 
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655 699 IKR 966 1 081 PRD 1213 1234 GEP 融合 TAM 

Erb? ICD e bee eee <3 a fe ”定位 

Erb2 ICD ®3 1234 YKD -© NC 
ErbB2A655~965 655 965 60KD N+C 
ptbb2h655T5 5 SKDC 
ErbB2A655~699 655 .699 31KD N 
ErbB2A655~689 655 689 30KD N 
ErbB2A655~579 655 679 29KD N 
ErbB2A655~668 5.06 «9 27.5KD N 
ErbB2A669~699 ==" 29KD N+C 
ErbB2A669~754 Ce 35KD N+C 
ErbB2A669~1 234 cv L 88KD C 


11-1B ErbB 胞 内 亚 克 隆 示意 图 


A FLAG-ErbB2A655~1 234 





669 | 1 234 


图 11-2 以 3XFLAG 为 载体 的 胞 内 区 克隆 示意 图 


4. PCR 扩 增 

在 SOL 反应 体系 中 , 取 相 应 的 正 向 引物 和 反 向 引物 2. 5 ,模板 pBaBe 质粒 20 
ng,dNTP( 每 种 2. Smmol/L)4yL,10 XK Rp 5uL,1~2U Pyrobest DNA BA MRR 
Pfu DNA RAM., 94°C WEE 10min。 然 后 进入 PCR 反应 :94C Imin, 55~ 60 
(根据 不 同 的 引物 确定 退火 温度 )1min,72"C 1~3min( 由 目的 DNA 不 同 的 长 度 确定 
延伸 时 间 ),28 个 循环 ,72 延伸 10min。PCR 产物 回收 。 

5. PCR 产物 及 载体 的 酶 切 、 回 收 和 连接 

操作 参考 《分子 克 隆 》. 第 2 版 (] . 萨 姆 布鲁克 ,E。F REN, T SEERNE. 
NFE. 第 2 版 . 金 冬 雁 , 歼 孟 枫 等 译 . 北京 :科学 出 版 社 ,1990. ) 。 

6. 感受 态 细 胞 的 制备 .质粒 的 转化 .质粒 DNA 的 小 量 抽 提 

均 按 常规 制备 。 
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7. 质粒 测序 验证 
阳性 克隆 进行 测序 ,测序 引物 为 载体 上 的 通用 引物 。 
8. 质粒 的 转业 
(1) 哺乳 动物 细胞 的 复 办 : 
OD 从 液 氮 龟 中 取出 冻 存 的 细胞 ,在 37C 水 浴 中 迅速 融化 ; 
@ 1 000rpm 离心 3min, 忆 下 细胞 , 吸 弃 上 清 , 用 吸管 加 少量 培养 基 将 细胞 吹 打 均匀 ; 
@ 在 25mL 细胞 培养 瓶 中 加 3ml 培养 基 , 加 和 细胞 ,者 细胞 数量 较 多 可 分 成 两 瓶 ; 
@ WA CO, 培养 箱 中 培养 :5%CO,; 637, 
(2) 哺乳 动物 细胞 的 传代 : 
D 轻 轻 摇晃 培养 瓶 内 培养 基 , 倒 入 废 液 饶 中 以 弃 去 死 细 胞 和 细胞 碎片 ; 
© 加 适量 0.25% 的 胰 酶 消化 1 一 2min( 镜 检 可 看 见 细 胞 收缩 相互 分 开 ), 吸 弃 
胰 酶 ; i 

FH Em E SE BOE SU BE M A F SEO T 3D 3 

® WR FPA. RE TA. MAERA. 5. Z7mL /25,50,100mL 培养 
瓶 ) BLA CO, 培养 箱 中 培养 :5%CO; 370C, 

(3) 用 Lipofectin® Reagent 作 转 染 试剂 转 染 培养 细胞 : 

Q 24 孔 板 或 35mm 细胞 培养 下 接种 (1X105) 一 (2X10 ) AB 

Q 37°C CO, 培养 箱 中 培养 到 细胞 40 外 一 50%% 融 合 ( 不 同 细胞 所 需 时 间 不 同 ); 

O 方法 A: 每 个 转 染 lug DNA 十 25pL 无 血清 培养 基 , 方 法 B: 每 个 转 染 pL 
Lipofectin 十 25yL 无 血清 培养 基 ; 

@ 混合 A、B, 温 和 地 混 匀 ,室温 下 放置 30min; 

© 用 500pL Fe iit tes FF EVE AH A. BE PA a; 

© SFL 150u.L 无 血清 培养 基 到 含 A、B 混合 液 的 管 中 , 温 和 混 义 倒 到 
板 上 ,旋转 培养 板 ,混合 液 均 匀 铺 到 细胞 上 ; 

D 在 37' CO, 培养 箱 中 温 育 5 一 24h( 时 间 不 能 太 长 ,否则 细胞 会 死 很 多 ,要 随 
时 观察 ); 

@ 一 般 是 5 一 6h 后 用 含 血 清 的 正常 培养 基 蔡 换 培 养 板 中 无 血清 培养 基 ,24 一 36h; 

© 15~24h 后 就 可 以 在 菊 光 显微镜 下 先 观察 GFP 融合 蛋白 的 表达 , 帮 GFP 空 
载体 表达 量 很 低 ,可 以 放 人 细胞 培养 箱 再 培养 一 段 时 间 ; 

曲 等 待 一 段 时 间 后 ,取出 24 孔 板 , 用 DMEM 1: 1000 稀释 Hoechst, IR H 24 
筷 板 中 原来 的 培养 基 , 每 孔 加 入 500uL S 0. 5uL Hoechst 的 DMEM, MA TAW 
培养 箱 10min, 即 可 拿 出 在 荧光 显微镜 下 观察 活 细胞 的 细胞 核 。 

9. REA KÉ | 

(1) Rf eB AC 24 和 孔 培养 板 中 ,再 铺 上 细胞 过 夜 , 转 染 24h 后 ,取出 有 竺 分 
析 细 胞 的 载 玻 片 , 吸 干 上 面 残 留 的 培养 基 后 ,用 适量 的 PBS 润 洗 盖 玻 片 2~3 次 。 

(2) 去 PBS, 用 4% 的 多 聚 甲醛 (或 4% 的 甲 醋 ) 固 定 细胞 约 10min, 再 用 适量 的 
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0.1% Triton X-100 作用 细胞 约 3min. 

(3) 吸 去 残留 液体 ,PBS 洗 3 次 ,每 次 10min, H 1% BSA/TPBS(0. 05 % Tween- 
20) 封 闭 已 固定 细胞 约 1h。 

(4) 将 第 一 种 需要 等 分 析 和 蛋白 的 一 抗 按 合适 的 稀释 比 稀释 到 1% BSA/TPBS 
中 ,并 加 合适 的 量 到 盖 玻 片上 ,封闭 约 1h。 

(5) 吸 去 残留 液体 ,用 适量 的 TPBS 清洗 盖 玻 片 3 次 ,每 次 10min。 

(6) 将 针对 第 一 种 一 抗 的 二 抗 按 合适 的 稀释 比 稀 释 到 1% BSA/TPBS 中 ,并 加 
SNE eR LAA 1h( 如 需 加 第 二 种 一 抗 和 二 抗 , 重 复 (4) 一 (6) 步 ,重复 
之 前 需 用 TPBS 洗 3 iÑ). 

(7) 吸 去 残留 液体 ,用 适量 的 TPBS 清洗 盖 玻 片 两 次 ,PBS 清洗 盖 玻 片 一 次 ,每 
次 10min, 

(8) 加 适量 的 DAPI 染 细胞 0. 5 一 1min 

(9) 号 去 残留 液体 ,用 适量 的 TPBS 清洗 盖 玻 片 一 次 ,PBS 清洗 盖 玻 片 两 次 ,每 
次 10min 。 

dO 最 后 吸 于 净 残 留 的 液体 后 ,在 载 玻 片 中 央 滴 一 滴 抗 漆 灭 剂 ,然后 小 心地 盖 
上 六 玻 片 , 吸 去 周围 多 余 的 液体 ,用 指甲 油封 固 盖 玻 片 , 晾 干 20min 后 即 可 观察 。 


1. 用 荣光 显微镜 观察 荧光 蛋白 定位 

用 pEGFP-C1 作 表 达 载 体 , 转 染 Hela 和 COS-7 两 种 细胞 ,在 倒置 荧光 显微镜 下 
直接 观察 活 细胞 中 GFP 融合 蛋白 的 绿色 荧光 (用 含 血清 的 正常 培养 基 替 换 培养 板 中 
无 血清 培养 基 后 12h 就 可 以 看 到 )。 | 

(1) ErbB2 胞 内 区 (ICD) 能 转运 至 核 。 在 关于 ErbB2 胞 外 区 (ECD) 断 裂 的 研究 
指出 ,ErbB2 的 胞 外 区 断裂 后 会 使 剩 下 的 跨 膜 区 和 胞 内 区 活化 ,进而 导致 信号 传导 的 
增强 。 

将 ErbB2 胞 内 区 (ICD) 全 长 连 在 EGFP 的 C 末 端的 质粒 (如 图 11-1A 所 示 ), 瞬 
时 转 染 Hela 细胞 ,有 趣 的 是 观察 到 了 GFP-ICD 在 核 内 的 表达 (如 彩 图 40 中 cd 所 
不 , 见 彩 页 11)。 为 说 明 该 表 型 的 特异 性 , 换 了 一 个 细胞 株 做 转 染 。 如 彩 图 41 所 示 
( 见 彩 页 12) ,GFP-ICD 同样 可 以 在 COS-7 细胞 的 核 中 表达 。 由 于 核 孔 复合 物 只 介 
许 分 子 量 在 60kDa 以 下 的 蛋白 自由 出 人 核 , 所 以 对 于 GFP-ICD 这 样 一 个 90kDa 的 
RAXA, AAR A AY RE at NLS 来 介 导 的 。 

图 11-1A 为 GFP 融合 ErbB2 胞 内 区 的 示意 图 。 彩 图 40( 见 彩 页 11) 为 Hela 4 
胞 中 GFP Xf 88 Ca, b, Hoechst 染 的 是 细胞 的 核 ) 显 示 GFP 是 均 习 分 布 在 细胞 质 与 细 
胞 核 ;c、d 显示 的 是 GFP 融合 胞 内 区 全 长 后 ,蛋白 定位 于 细胞 核 较 多 ;ef 显示 的 是 
删除 NLS 的 胞 内 区 全 长 融合 于 GFP, 和 蛋白 仅 在 胞 质 中 出 现 。 彩 图 41( 见 彩 页 12) 是 


i 





158 细胞 生物 学 荧光 技术 原理 和 应 用 


COS-7 细胞 同 Hela 细胞 。 

(2) 确定 ErbB2 核 内 区 的 核定 位 信号 (NLS)。 为 证 实 通过 序列 对 比 找 出 的 
ErbB2 NLS 的 假设 ,构建 了 多 个 含有 NLS 基因 (GFP-ErbB2A655 一 699) 的 质粒 分 别 
fe Ye COS7 和 Hela 细胞 ,质粒 构建 如 图 11-3 所 示 。 其 中 ,GFP-ErbB2A655 ~ 699, 
GEFP-ErbB2A655 一 689 和 GFP-ErbB2A655 一 679 在 荧光 显微镜 下 均 可 观察 到 绿色 
荧光 的 融合 蛋白 定位 于 核 ( 如 彩 图 42 中 ab MERK 43 中 a、b 所 示 , 分 别 见 彩 页 12 
和 13) ,并 且 GFP-NLS( ta] GFP-ErbB2A655~668) 也 是 定位 于 核 的 (如 彩 图 42 中 
e f 和 彩 图 43 中 e、f 所 示 )。 这 与 单独 的 GFP 定位 于 胞 质 和 胞 核 是 不 同 的 (如 彩 图 
42 中 a 和 彩 图 43 中 a 所 示 )。 以 上 上 这些 GFP 融合 蛋白 的 定位 揭示 了 ErbB2 中 假设 
的 NLS 的 14 个 氨基 酸 (KRRQQKIRKYTMRR) 确 是 核定 位 信号 , 它 单独 存 在 就 足 
够 使 胞 内 和 蛋白 转运 人 核 。 


Subcellular localization 





GFP N+C 

GFP-ErbB2A655~699 N 

GFP-ErbB2A655~689 N 

GFP-ErbB2A655~679 N 
655 668 679 

GFP-ErbB2A655~668 N 
655 668 

GFP-ErbB2A669-699 NDE CC NaC 

: ” 669 699 


11-3 ErbB2 胞 内 区 核定 位 的 确定 


图 11-3 是 胞 内 亚 区 克隆 示意 图 ; 彩 图 42 中 ab 显示 的 是 Hela 细胞 转 染 GFP- 
ErbB2A655~699 融合 蛋白 有 明显 的 核 内 定位 ;c、d 显示 的 是 GFP-PrbB2A655 人 一 699 
m- NLS Bf GFP-ErbB2A669 一 699 融合 蛋白 弥散 在 胞 质 和 胞 核 ;e、f 为 GFP-NLS 
融合 蛋白 定位 于 细胞 核 ( 见 彩 页 12)。 

另 一 方面 ,是 将 NLS 序列 (655 一 668) 删 除 而 成 。 如 彩 图 42 中 ed MBA 43 中 
c,d 所 示 , 删 去 NLS 后 ,GFP 融合 蛋白 GEP-ErbB2A669 一 699( 分 子 量 29kDa) 就 不 
在 核 内 出 现 , 而 是 弥散 在 细胞 质 和 细胞 核 。 同 时 ,为 了 进一步 说 明 NLS 对 ErbB2 胞 
内 区 的 定位 的 作用 ,还 构建 了 删除 NLS 的 ErbB2 胞 内 区 GFP-ErbB2A669 ~ 1 234 
(分 子 量 88kDa) ,结果 如 彩 图 41 中 ef 所 示 ( 见 彩 页 12) , 删 去 NLS 的 ErbB2 胞 内 区 
也 只 定位 于 细胞 质 。 
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由 此 得 出 结论 :NLS 的 14 个 氨基 酸 (KRRQQKIRKYTMRR) 对 于 ErbB2 胞 内 
区 的 核定 位 是 必需 的 。 

(3) ErbB2 核定 位 区 NLS 内 的 碱 性 氨基 酸 的 作用 。NLS 序列 通常 是 一 段 富有 
碱 性 氨基 酸 如 精 氨 酸 (Arginine,R) 、 赖 氨 酸 (Lysine,K) 的 蛋白 序列 。NLS 通常 是 被 
分 为 3 种 类 型 :第 一 类 由 5 一 10 个 富 含 碱 性 氨基 酸 残 基 的 基 序 构成 , 称 为 单 文 短 辟 
型 ,例如 SV40 的 抗原 ; 另 一 类 含 两 个 单 支 短 臂 且 由 10 一 20 PIER THEN ABR 
残 基 分 隔 开 ,被 称 为 双 支 短 臂 型 ;第 三 种 即 为 一 级 序列 无 明显 特征 性 但 是 有 核定 位 功 
能 的 序列 , 称 非 典型 的 NLS。ErbB2 的 NLS 序列 KRRQQKIRKYTMRR A- ik 
碱 性 氨基 酸 ,每 徐 由 2 到 3 个 连续 的 碱 性 氨基 酸 残 基 组 成 。 为 确定 哪 一 艇 在 决定 
ErbB2 的 核定 位 中 更 重要 ,也 为 了 要 知道 这 个 NLS 序列 是 属于 哪 一 类 NLS, 构 建 了 
3 个 分 别 突 变 每 复 碱 性 氨基 酸 的 克隆 GFP-mutl,GFP-mut2 和 GFP-mut3( 如 图 
11-4 所 示 ) 。 


WT GFP-ErbB2A655~699 


Mutl GFP-ErbB2A655~699 


Mut2 GFP-ErbB2A655~699 





Mut3 GFP—ErbB2A655~699 


655 669 699 


H 11-4 NIS ERIRE F E M 


表 11- 2 给 出 的 是 3 个 突变 的 序列 ,这 3 个 突变 是 在 GFP-ErbB2A655~ 699 的 基 
础 上 构建 的 。 


3211-2 ErbB2 NLS 突变 部 位 序列 总 结 


NLS Sequence 

WT 655 KRRQQKI RKYTM RR 668 
Muti TGGQQ KI RKYTM RR 
Mut2 KRRQQTIGTY TM RR 
Mut3 KRRQQKI RKYTMGG 


注 REN MAAR , 碱 性 氨基 酸 用 下 划 线 标 出 


如 彩 图 44 所 示 ( 见 彩 页 13) ,在 Hela 细胞 中 替换 NLS 的 碱 性 氨基 酸 残 基 破 未 
了 融合 蛋白 的 核定 位 ,导致 融合 绰 晶 出 现在 胞 质 。 这 个 结果 显示 , = LE AB I 
基 对 于 ErbB2 的 核定 位 都 是 必需 的 。 

图 11-4 为 NLS 三 能 分 别 突变 的 示意 图 。 彩 图 44 为 Hela Mi. = REM 
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使 得 融合 蛋白 在 细胞 核 和 细胞 质 弥 散 。 因 此 ,可 以 认为 ErbB2 中 的 NLS 既 不 是 单 
支 单 辟 型 也 不 是 双 支 短 辟 型 ,而 是 非典 型 的 NLS, 

2. FE RIM KH 

如 图 11-2 所 示 , 换 用 p3XFLAG (Sigma) RK EW FLAG 标签 ,构建 了 
FLAG-ICD#l FLAG-ICDANLS 两 个 克隆 。 转 染 Hela 细胞 ,用 FLAG kpm tE y pE 
斯 红 标 记 的 羊 抗 免 二 抗 做 间接 免疫 菊 光 (具体 操作 步骤 请 参见 本 节 内 容 )。 如 彩 图 
45 所 示 ( 见 彩 页 14) ,FLAG-ICD( 分 子 量 64kDa) 主要 定位 于 Hela 细胞 的 细胞 核 ,而 
FLAG-ICDANLS( 分 子 量 62kDa) 只 定位 于 细胞 质 。 该 结果 进一步 说 明 EGFP 并 未 
影响 ErbB2 BAW ei. A NLS 确实 对 ErbB2 胞 内 区 起 到 控制 其 人 核 的 
作用 。 

图 11-2 中 ,FLAG-ICD 和 FLAG-ICDANLS 分 别 用 a 和 b 表示 。 彩 图 45 是 
Hela 细 胞 在 转 染 FLAG-ICD 和 FILAG-ICDANLS 之 后 (24h) ,在 荧光 显微镜 下 采集 
的 图 像 。 细 胞 固定 用 免疫 细胞 化 学 的 方法 处 理 。 彩 图 45 中 a~c 是 Hela 细胞 用 抗 
FLAG 抗体 (ErbB2 ICD, ,红色 )(a) ,DAPICDNA, 蓝 色 )(b) 和 两 张 Merge 后 的 图 (c) 。 
彩 图 45 BP d~f 是 转 染 FLAG-ICDANLS 的 Hela 细胞 用 抗 FLAG 抗体 (ErbB2 
ICD, £0 f&,) (d), DAPICDNA, , 蓝 色 )(e) 和 两 张 Merge BAC). 

关于 ErbB2 WAKA NLS 的 结论 提示 了 :对 于 ErbB 家 族 或 是 整个 受 体 酷 氨 酸 
激酶 家 族 来 说 ,通过 NLS 介 导 的 核定 位 是 一 个 家 族 的 普遍 现象 。 

表 11-3 中 总 结 了 目前 已 报道 的 ErbB 家 族 的 NLS 序列 。 


表 11-3 已 鉴定 的 ErbB 家 族 核 定位 序列 (NLS} 的 比较 


重 日 名 称 | 核定 位 序列 (NLS) 
ErbB] 645 RRRHIVRKRTLRR 657 
ErbB2 655 KRRQQKIRKYTMRR 668 
ErbB4 676 RRKSIKKKRALRR 688 


ErbB3 1202 RRRRHSP 1208 
注 ; 表 中 碱 性 氨基 酸 残 基 用 黑体 标 出 。 


实验 证 明 ,ErbB2 的 NLS 在 胞 内 区 有 着 决定 其 人 核 的 功能 。NLS 的 14 个 氨基 
酸 中 有 三 矿 碱 性 氨基 酸 残 基 , 任 意 突变 哪 一 艇 的 碱 性 氨基 酸 都 会 影响 到 其 核定 位 。 
收 认 为 该 NLS 是 一 个 非典 型 的 NLS, 这 也 是 为 什么 软件 预测 时 没 能 在 ErbB2 中 找 
到 上 典型 的 NLS 序列 的 原因 ， 

关于 NLS 中 的 碱 性 氨基 酸 , 需 进一步 对 14 个 氨基 酸 中 的 8 个 碱 性 氨基 酸 进 行 
突变 , 找 出 其 中 对 核定 位 起 关键 作用 的 氨基 酸 。 这 个 关键 性 的 氨基 酸 就 能 够 作为 一 
些小 分 子 药 物 作用 的 靶 点 。ErbB 治疗 中 一 种 十 分 有 效 的 药物 TKIs( 酷 氨 酸 激酶 抑 
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制剂 ) , 它 是 结合 于 ErbB2/EGFR/VEGFR 胞 内 区 的 酪 氨 酸 激酶 区 的 小 分 子 抑制 旗 ， 
通过 抑制 激酶 的 活性 ,从 而 抑制 C 末端 的 磷酸 化 ,进而 阻止 了 细胞 信和 号 的 传递 ,起 到 
抑制 肿瘤 的 发 生 、 发 展 。 设 想 的 ErbB2 胞 内 区 直接 进入 核 作为 转录 因子 参与 细胞 调 
控 的 机 制 如 果 成 立 的 话 , 那 么 设计 针对 ErbB2 NLS 的 小 分 子 抑制 剂 就 能 通过 抑制 
ErbB2 的 入 核 , 而 阻 断 其 作为 转录 因子 的 功能 ,起 到 抗 况 的 功效 ,这 将 是 十 分 有 意 
义 的 。 





BTE aR RIG A (GFP) E 
细胞 分 子 生 物 学 中 的 应 用 


时 在 公元 一 世纪 ,罗马 自然 历史 学 家 Pliny 报告 说 ,将 来 自 水 母 “pulmo mari- 
nus” 的 粘 滑 物 涂 抹 在 手杖 上 ， 能 像 火 炬 一 样 照明 指 路 "。 今 天 ,分 子 生 物 学 家 从 水 母 
中 胸 隆 了 绿色 荧光 和 蛋白 的 DNA ,这 一 蛋白 正 是 水 母体 内 发 光 的 原因 。 这 种 蛋白 能 在 
细胞 中 照明 指 路 “, 从 此 研究 人 员 能 够 在 黑暗 中 观察 活体 细胞 中 蛋白 的 移动 。 

以 往 的 细胞 信号 传导 机 制 的 研究 ,因为 局 限于 体外 方法 或 免疫 荧光 技术 ,都 是 在 固 
定 的 死 细胞 上 进行 的 。 到 了 20 世纪 90 年 代 , 绿 色 荣光 蛋白 GFP 技术 的 出 现 带 来 了 细 
胞 生物 学 的 革命 , 即 不 需 进 行 化 学 染色 ,就 能 实时 地 在 活 细胞 中 研究 信号 传导 活动 。 

由 于 绿色 奕 光 和 蛋白 荧光 稳定 ,不 需 任 何 反 应 底 物 及 其 他 辅助 因子 ,无 种 属 限制 ， 
已 在 多 种 生物 细胞 中 表达 成 功 并 产生 荧光。 一 系列 对 于 GFP 的 N 端 或 C 端 融合 的 
蛋 日 质 性 质 的 研究 表明 ,融合 蛋白 具有 与 GFP 一 样 的 荧光 性 质 和 配 体 蛋 白质 功能 ， 
即使 在 甲醛 或 戊 二 本 固定 的 细胞 中 , 英 光 信号 也 不 受 影响 ,也 不 易 发 生 光 漂白 ,经 
SDS- 聚 丙烯 酰 氨 凝 胶 电 泳 后 , 仍 能 发 射 可 检测 到 的 绿色 荧光 ,适用 于 与 其 他 荧光 试 
剂 同时 进行 的 双 标 实验 。 同 时 ,绿色 奕 光 重 日 的 检测 十 分 方便 ,用 基因 枪 转 化 的 受 体 
细胞 组 织 瞬间 表达 ,都 可 以 用 手提 楷 外 灯 观 察 。 用 普通 荧光 显微镜 ,以 蓝光 或 紫光 激 
发 ,再 选择 适合 的 滤 光 片 ,就 可 以 看 到 细胞 内 GFP RG. Pr ew GFP 时 一 般 不 会 
出 现 假 阳性 结果 。 如 果 既 需要 观察 细胞 内 部 GFP 荧光 ,又 需要 细胞 存活 , 则 倒置 荧 
光 显 微 镜 \ 活 细胞 工作 站 以 及 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 都 是 理想 的 GEP 荣光 检测 仪 
鲁 。 男 外 , 奖 光 激活 的 细胞 分 选 仪 (也 叫 流 式 细 胞 仪 ) 也 可 检 出 转化 细胞 。 由 于 绿色 
灾 光 和 蛋 日 GFP 的 这 些 优 点 ,近年 来 它 已 成 为 在 细胞 分 子 生物 学 研究 和 应 用 中 使 用 最 
广泛 的 重 日 之 一 , 越 来 越 被 人 们 熟知 。 


第 一 节 ”绿色 荧光 蛋白 (GFP) 在 动物 细胞 分 子 
生物 学 中 的 应 用 


一 探测 细胞 的 流程 


目前 众多 研究 膜 运输 路 径 的 实验 已 使 用 绿色 荣光 蛋白 GFP. GFP 及 其 突变 体 
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一 方面 标记 蛋白 转运 物 , 另 一 方面 识别 转运 场所 。 被 转运 的 蛋白 的 标记 和 转运 场所 
的 标记 荧光 的 重新 分 配 透 露出 GFP 结合 的 蛋白 质 转 运 进 程 的 重要 线索 ,而 这 正 是 研 
究 所 需要 的 。 利 用 这 项 技术 , 了解 到 Arabidopsis 的 ADP 核糖 基 化 因子 同系 物 
ARFI 和 Rabl 为 内 质 网 -高 尔 基 体 转运 所 必须 .Rab5 的 同系 物 Rhal WHR 
泡 运输 ,ARF1 则 为 稳定 高 尔 基体 形态 所 必须 。 

在 实时 观测 活 细 胞 体内 信号 蛋白 活动 的 时 候 ,GFP 是 作为 常用 的 荧光 标记 。 实 
际 上 ,任何 有 兴趣 研究 的 蛋 蝇 都 能 通过 遗传 融合 表达 的 方法 融合 GFP 基因 ,使 目标 
蛋白 带 上 GFP 荧光 标记 。 这 种 GFP 融合 蛋白 能 用 来 显示 调节 各 种 细胞 流程 的 分 子 
信号 传导 机 制 。 | 

由 于 GFP 4 P28 ERA I AY Bf, FA ic A E AY A AS , SR 
踪 观 察 细 胞 迁移 和 运动 。 这 种 方法 不 需要 额外 的 因子 ,也 无 需 固定 或 者 杀 死 细胞 。 


二 确定 细胞 器 的 定位 


GFP 分 子 量 较 小 ,能 与 多 种 不 同 的 蛋 晶 质 N iik C 端 融 合 而 保持 其 天 然 重 白 
的 特性 ,通过 与 菜单 序列 融合 ,可 特异 地 进行 细胞 核 .线粒体 .内 质 网 等 细胞 器 的 定 
位 。 用 GFP 进行 亚 细 胞 器 定位 ,避免 了 提纯 和 蛋 日 .标记 异 硫 氰 酸 荧光 素 等 菊 光 染料 、 
经 显 微 注射 或 其 他 方式 导入 细胞 的 复杂 方法 ,从 而 使 研究 蛋白 在 活 细胞 的 准确 定位 
变 得 简单 易 行 。 现 已 成 功 地 运用 GFP 融合 蛋 昌 ,对 粗 面 内 质 网 、 滑 面 内 质 网 、 线 粒 
体 、 高 尔 基体 等 细胞 器 进行 定位 。 此 外 ,GFP 的 应 用 还 有 利于 发 现 新 的 亚 细 胞 结构 。 


三 、 研 究 细胞 骨架 


通过 免疫 细胞 化 学 技术 ,我 们 可 以 从 固定 的 .静态 的 细胞 中 研究 细胞 骨架 在 细胞 
发 育 阶 段 的 发 展 变化 ,以 及 对 环境 刺激 的 反应 。 由 于 传统 的 标记 异 硫 和 握 酸 严 光 素 的 
组 白 ( 如 蜡 硫 氰 基 - 微 管 蛋白 ) 导 人 细胞 的 过 程 慨 ,并 是 显 微 注射 会 干扰 细胞 功能 ,所 
以 这 些 技术 只 适用 于 离 体 细胞 ,而 GEP 的 应 用 就 能 克服 这 些 技术 的 缺点 。 


四 、 作 为 基因 表达 和 细胞 谱系 的 标记 


作为 蛋白 质 标 记 ,GFP AER ARAMA BRE T GFP 的 奖 光 ,同时 也 保留 了 
作为 研究 对 象 的 蛋白 质 的 生理 功能 。GFP 的 氨基 和 凑 基 末端 都 能 够 成 功 地 同 众 多 
的 胞 质 蛋 白质 和 膜 结合 蛋白 质 相 融合 。 当 GFP 以 氨基 末端 与 对 象 蛋 白质 的 羧基 末 
端 融合 时 ,通常 连 链 接 序 列 都 不 需要 ,如 果 以 羧基 末端 与 对 象 蛋白 质 的 氨基 末端 相 
连 ,也 只 需要 一 个 简单 的 链接 序列 以 提高 稳定 性 即 可 。 就 目前 来 看 ,GFP EMAS 
试 过 的 每 一 类 细胞 中 都 至 少 成 功 表 达 过 一 次 。 针 对 GFP 的 多 克隆 抗体 在 Western 
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blots 和 免疫 细胞 学 实验 中 都 表现 很 好 ,即使 GFP 不 能 发 射 荧 光 或 者 失 活 了 ,都 仍旧 
能 检测 到 它 的 存在 。GFP 在 组 织 中 的 表达 更 适合 较 低 的 温度 ,在 酵母 和 Hela 细胞 
中 ,GFP Æ 15°C At EK 37°C Hf% ye BE oR 


五 .研究 蛋白 质 之 间 的 相互 作用 和 构象 变化 


GFP 最 有 力 的 应 用 之 一 就 是 探测 活 细 胞 内 的 蛋 日 质 活性 变化 ,比如 和 蛋 日 质 的 转 
移 , 人 入 日 质 同 其 他 分 子 或 蛋 日 的 相互 作用 ,蛋白质 的 构象 变化 等 。 这 种 探测 主要 依赖 
ee t He HE E fk #% (fluorescence resonance energy transfer, FRET) MWS. 

一 个 能 探测 活 细 胞 中 大 分 子 间 动 力学 关系 的 普遍 安全 的 光谱 学 方法 。 当 激活 的 
KOSS AERA. RL oe FI A ER RIK AE. FRET 能 对 
单个 细胞 做 很 高 分 辨 率 和 高 效率 的 观测 , 相 比 著名 的 醇 母 双 杂 交 而 言 , 它 都 不 需要 往 
畏 母 核 中 移植 这 个 步骤 。 它 只 需要 用 一 个 供 体 菊 光 基 团 标 记 一 个 大 分 子 参 与 者 ,用 
爱 体 灾 光 基 团 标记 另 一 个 ,比如 用 不 同 颜色 的 GFP 突变 体 与 不 同 的 推测 可 能 有 相互 
作用 的 恒 白 相 融 合 表达 。 供 体 的 发 射 光 谱 在 与 受 体 的 吸收 光谱 相遇 时 会 发 生 显 著 的 
跃迁 ,要 注 意 的 是 ,两 个 吸收 光谱 和 两 个 发 射 光谱 间 的 差 要 尽量 最 小 。 比 如 ,GFP 的 
监 色 突 变 体 Y66H 可 以 作 供 体 ( 它 的 激发 光谱 最 大 是 382nm, 发 射 光谱 最 大 为 
448nm) ,而 突变 体 S65C 或 者 S65T 则 适合 作 受 体 ( 激 发 光谱 最 大 值 为 479nm 或 
489nm, 发 射 光 谱 最 大 为 507nm 或 51l1nm)。 有 报道 证 实 , 当 Y66H 和 S65C 通过 一 
个 25 个 残 基 的 链 搂 融 合 时 ,FRET 的 确 出 现 了 。 


TN 、 俩 究 细胞 内 信号 传导 


FRET. 技 术 除 了 探测 重 白 质 之 间 的 相互 作用 和 观测 蛋白 质 构 象 的 变化 ,也 为 研 
究 细 胞 内 信号 转 导 提供 了 新 方法 。 例 如 :可 以 用 GFP 变种 构建 细胞 内 Ca’? 传感器 
(cameleon) ,检测 细胞 内 Cat 浓度 。Miyawaki 等 首次 用 它 测定 了 哺乳 动物 细胞 内 
Ca 浓度。 他 们 将 青色 荧光 和 蛋白 (CFP) 与 钙 调 蛋白 的 N 端 融合 表达 ,黄色 荧光 蛋白 
(YFP) 与 肌 球 绰 日 轻 链 激酶 (MILCK ) 的 钙 调 蛋白 结合 域 M13 多 肽 的 C 端 融 合 表 达 ， 
Ca 作用 于 钙 调 蛋白 后 ,再 与 M13 结合 ,就 可 引发 FRET ,两 种 荣光 蛋白 的 荧光 比率 
可 以 测量 出 来 ,从 而 反映 出 细胞 内 Ca?” 的 浓度 。 


七 ` 亚 细胞 动力 学 研究 
染色 体 组 成 和 相关 的 细胞 核 的 动力 学 事件 日 益 成 为 研究 的 焦点 。Kato 和 Lam 


用 Lac 上 操纵 于 序列 的 串联 重复 作为 Lac::GFP 融合 蛋白 的 结合 位 点 标记 Arabi- 
dopsis 染色 体 。 一 个 位 点 上 高 浓度 的 荧光 基 团 ,加 上 charge-coupled device(CCD) 和 
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计算 机 辅助 图 像 分 析 系 统 ,使 得 这 个 染色 体 的 定位 在 三 维 空间 清晰 可 见 。 通 过 定时 
重复 拍摄 三 维 图 像 ,Kato 和 Lam 能 够 在 二 倍 体 保 卫 细 胞 核 和 更 大 的 多 售 体 扁平 细 
胞 核 中 ,将 标记 的 荧光 斑 块 定量 化 记录 。 他 们 发 现 尽管 二 者 核 中 DNA 含量 与 细胞 
核 体 积 的 比例 相差 无 几 , 扁 平 细胞 核 移动 的 体积 比 保卫 细胞 核 快 至 少 6 倍 。 这 一 结 
果 表 明 扁 平 细 胞 核 的 组 织 结 构 不 同 于 保卫 细胞 核 ,也许 扁平 细胞 核 中 含有 的 染色 体 
附着 位 点 少 一 些 。 


A TARE Be A a E 


细胞 凋 亡 在 正常 组 织 发 育 的 形态 形成 过 程 中 起 关键 性 作用 ,也 与 癌症 ,细胞 退行 
性 变 、 损 伤 以 及 自主 免疫 性 疾病 细胞 的 病理 性 死亡 有 关 。 细 胞 凋 亡 的 调控 机 制 十 分 
复杂 ,根据 引起 细胞 死亡 的 刺激 不 同 ,有 多 种 途径 导致 细胞 凋 亡 。 目 前 人 们 正 将 
GFP 转 染 到 活 细 胞 内 ,通过 倒置 荧光 显微镜 观察 活 细胞 中 GEP 出 现 的 时 间 ,维持 的 
时 间 以 及 细胞 内 GEP 的 数量 来 直观 地 了 解 细 胞 将 亡 的 发 生 和 发 展 过 程 中 的 细节 ,以 
证 明 蛋 白 的 定位 和 细胞 凋 亡 的 机 理 ( 详 见 本 书 第 七 章 的 相关 部 分 ) 。 

彩 图 46( 见 彩 页 14) 中 的 绿色 荧光 是 在 倒置 荧光 显微镜 下 观察 到 的 转 染 到 活 细 
” 胞 内 的 GFP。 


九 、 检 测 细菌 


将 能 发 出 荧光 的 水 母 基因 注入 家 禽 空 肠 弯曲 菌 DNA 中 ,在 试验 中 ,基因 不 断 被 
激活 ,细菌 在 紫外 辐射 下 不 断 地 发 出 荧光 。 如 果 将 空肠 弯曲 菌 的 不 同 株 标 上 不 同 的 
颜色 ,它们 可 分 别 发 出 黄色 .绿色 或 者 蓝 绿 色 的 光 来 。 现 发 现 家 禽 的 空肠 弯曲 菌 不 仅 
存在 于 空肠 中 ,同时 也 存在 于 家 禽 的 体 表 。 


十 .转基因 动物 


1. 转基因 鸡 

“韩国 用 转基因 技术 “ 孵 " 出 世界 首 只 能 发 光 的 荧光 鸡 ， 使 转基因 鸡蛋 向 食品 、 制药 
等 领域 的 大 规模 应 用 更 近 了 _- 步 。 

棱 基 因 欧 光 鸡 的 体内 植 人 了 水 母 的 绿色 荧光 蛋白 (GFP) ,在 普通 光线 下 与 其 他 
鸡 无 蜡 , 在 紫外 线 照射 下 , 嘴 和 羽毛 发 出 明亮 的 绿色 荧光 。GFP 在 鸡 的 孵化 过 程 中 
表现 出 某 种 毒性 ,影响 胚胎 的 发 育 , 此 次 培育 成 功 的 转基因 荧光 鸡 属于 全 球 首 例 。 

GFP 基因 是 一 种 标志 基因 , 带 有 该 基因 的 物种 会 发 生 荧 光 反 应 。GFP 往往 与 其 
他 物种 的 功能 基因 一 起 植 人 试验 物种 的 细胞 ,转基因 得 到 的 新 物种 如 果 出 现 荧光 反 
应 , 则 与 GFP 同时 植 和 人 的 其 他 物种 的 基因 也 应 该 存在 于 转基因 物种 的 细胞 内 。 
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作为 整个 试验 的 关键 部 分 ,研究 人 员 完 成 了 道 转录 酶 病毒 载体 的 开发 ,从 而 实现 
了 GFP 基因 的 植 人 。 受 到 禽类 动物 卵细胞 结 梅 的 限制 ,目前 这 项 技术 成 功率 很 低 。 

鸡 的 孵化 期 为 21 天 ,生殖 周期 为 6 个 月 ,价格 低廉 ,适合 作为 转基因 实验 对 象 。 
而 且 , 由 于 组 成 鸡蛋 蛋清 的 蛋白 质 只 有 8 种 ,转基因 蛋白质 容易 从 鸡蛋 的 成 分 中 分 
离 , 人 们 期 竺 可 以 用 鸡 和 曙 大 量 生 产 医 药 工业 所 需 的 蛋白 质 。 

2. 转基因 猴 

世界 首 只 转基因 猴 “ 安 迪 ? 在 美国 出 世 。 从 外 表 看 ,这 只 转基因 狼 与 其 他 猴子 没 
有 什么 两 样 ,但 实际 上 它 体 内 含有 “绿色 荧光 蛋白 基因 (GFP)”。 在 某 外 线 照 射 下 , 含 
有 GFP 的 细胞 会 呈现 绿色 。 培 育 出 体内 含有 绿色 荧光 蛋白 的 猴子 ,是 人 类 第 一 次 培 
育成 功 转 基 央 灵 长 类 动物 。 科 学 家 预测 ,这 一 成 果 将 加 快 人 类 对 癌症 其 至 老年 痴呆 
症 等 病症 的 研究 进程 。 

转基因 猴 的 转基因 培育 过 程 是 用 一 种 携带 “绿色 荧光 蛋白 基因 ”的 病毒 感染 猴 的 
卵子 ,得 到 224 个 含有 这 种 基因 的 卵子 ,经 受精 后 ,得 到 40 个 含有 上 述 基 因 的 胚胎 ， 
青 将 这 些 胚 胎 植 人 到 母 猴 的 子宫 中 ,得 到 5 只 怀孕 的 猴子 ,但 是 最 终 只 有 3 RAR 
利 地 产 下 了 小 猴 , 而 除 “ 安 迪 ” 成 活 外 ,其 余 两 只 小 猴 已 死亡 。“ 安 迪 ” 的 出 世 , 使 科学 
家 欣喜 万 分 ,以 往 科学 家 都 是 通过 老鼠 作为 实验 动物 来 研究 与 人 类 的 有 关 疾 病 , 但 由 
于 老鼠 与 人 类 前 差异 太 大 ,研究 受到 很 多 限制 ,比如 很 难 在 老鼠 身上 建立 相关 的 乳腺 
冶 模 型 。 人 们 认为 “ 安 迪 ?的 出 世 弥 补 了 以 老鼠 作为 实验 动物 的 许多 不 足 , 这 一 成 果 
将 加 快 人 类 对 哺乳 类 动物 的 特异 性 疾病 的 研究 进程 。 

3. $ A eek SH 

中 科 院 上 海 生命 科学 院 生 物化 学 与 细胞 生物 学 研究 所 运用 转基因 方法 ,在 国际 
土 首次 实现 了 绿色 荧光 蛋白 与 蜘蛛 拖 牵 丝 融合 基因 在 家 午 丝 基因 中 的 揪 人 ,并 获得 
THH. | | | 


BD RARCRA(GFP) HE 
细胞 和 分 子 生物 学 中 的 应 用 


绿色 荧光 蛋 日 (GFP) 为 植物 细胞 生物 学 的 发 展开 创 了 新 的 领域 。 目 前 ,已 成 功 
地 运用 GFP 融合 蛋白 对 细胞 骨架 、 细 胞 器 动力 学 、 大 分 子 运输 (病毒 .mRNA)、 植 物 
激素 信号 转 导 及 转基因 植物 的 生物 安全 性 评估 等 进行 研究 。 在 内 膜 系 统 的 运输 、 病 
毒 的 运动 和 大 分 子 的 运输 等 研究 中 ,GFP 也 可 用 于 标记 特异 类 型 的 细胞 ,跟踪 细胞 
信和 号 传导 事件 等 。 


一 ,植物 细胞 骨架 研究 


以 往 研究 植物 细胞 骨架 通常 是 采用 化 学 染料 标记 的 方法 ,将 荧光 标记 蛋白 (例如 
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用 Rhodamine 标记 的 微 管 蛋白 ) 显 微 注射 到 细胞 ,然后 用 荧光 或 激光 共聚 焦 显 微 镜 
对 其 进行 监测 。 对 具有 细胞 壁 的 植物 细胞 ,需要 较 长 的 操作 时 间 , 并 有 一 定 的 技术 要 
求 ,而 且 只 有 分 离 或 暴露 的 单 细胞 适 于 操作 。 

应 用 GFP 在 很 大 程度 上 可 以 克服 以 上 缺点 和 局 限 性 。Marc 等 将 微 管 关联 和 蛋白 
4(MAP4) 序 列 与 GFP 基因 相连 ,转化 植物 表皮 细胞 ,通过 融合 蛋白 在 植物 细胞 的 瞬 
时 表达 ,研究 微 管 错综复杂 的 动力 学 ,包括 微 管 的 重 定 向 、 延 长 .缩短 和 微 管 运输 。 
Kost 等 采用 相似 的 方法 ,将 GFP 与 小 鼠 躁 蛋 白 (Talin) 的 肌 动 蛋白 结合 区 融合 成 
GFP-mTn, 在 转 烟 草花 粉 管 和 转化 培养 的 BY2 细胞 中 观察 到 GFP-mTn 定位 于 肌 动 
蛋白 的 丝 状 体 上 ,研究 肌 动 蛋白 在 细胞 中 的 动态 变化 。Mathur 等 将 GFP-mTn 和 
GFP-MAP4 融合 物 转化 拟 南 芥 ,观察 到 丝 状 体 发 育 期 间 肌 动 蛋 白 丝 状 体 和 微 管 的 动 
态 变 化 。 

多 光子 显微镜 可 对 植物 器 官 的 内 层 细胞 进行 研究 ,将 多 光子 共聚 焦 技 术 与 GFP 
技术 结合 ,可 以 揭示 出 活体 组 织 深层 细胞 骨架 的 动态 本 质 。 而 在 多 标记 实验 中 还 可 
应 用 GFP 的 光谱 突变 体 , 如 蓝 色 荧光 蛋白 (BFP) .青色 荧光 蛋白 (CEFP) .黄色 荧光 蛋 
白 (YFP) 等 ,来 研究 不 同 植物 细胞 骨架 组 分 之 间 的 相互 作用 ,如 微 管 和 肌 动 蛋白 相互 
作用 的 动力 学 研究 。 

_GFP 融合 蛋白 还 在 质 体 、 线 粒 体 、 液 泡 和 细胞 核 中 被 成 功 地 定位 标记 ,为 细胞 器 
之 间 物 质 交 换 和 信息 交流 研究 提供 了 证 据 。 另 外 ,通过 GFP 与 已 知 的 细胞 蛋白 或 者 
其 假定 的 信号 肽 融合 ,可 以 推断 这 些 蛋 白 的 定位 和 最 后 的 归宿 。 例 如 :GFP 与 成 膜 
蛋白 融合 后 转化 植物 细胞 ,可 以 活体 观察 细胞 板 的 形成 过 程 ;一 系列 与 植物 光 信号 转 
导 有 关 的 蛋白 通过 与 GFP 融合 ,可 发 现 这 些 蛋 白 最 终 定位 于 细胞 核 。 

就 细胞 骨架 动力 学 的 整体 而 言 , 尽 管 在 荧光 蛋白 发 现 之 前 就 已 经 探究 过 了 ,但 是 
量度 单个 微 管 的 行为 作用 在 当时 是 不 可 能 的 。 荧 光 蛋 白 却 实现 了 这 一 点 ,Shaw 等 
人 利用 共聚 焦 显 微 镜 提 供 精确 的 光 漂 白 , 研 究 植物 微 管 两 端的 延长 和 缩短 ,发 现 徽 管 
共聚 物 两 端的 位 置 变 化 是 由 亚 基 的 聚合 和 和 解 聚 造成 的 。 利 用 荧光 蛋白 成 像 和 光 漂 白 
作用 ,最 终 揭 示 出 许多 植物 皮层 的 微 管 是 通过 一 种 聚合 体 的 踏 车 机 制 移动 。 


二 .细胞 器 动力 学 和 内 膜 运 输 


传统 的 荧光 染色 法 虽然 用 荧光 染料 可 以 观察 一 些 细胞 器 ,如 线粒体 和 内 质 网 的 
形态 ,但 这 些 染料 不 能 对 细胞 器 进行 专 一 染色 ,并且 会 对 细胞 产生 一 定 的 毒性 ,另外 
光 漂 白 现 象 也 较 明 显 , 因 而 很 难 对 这 些 细胞 器 进行 长 期 地 观察 研究 。 而 将 GFP 与 某 
一 导 肽 序列 融合 可 将 GFP 定位 到 特定 的 细胞 器 和 膜 系 统 中 去 ,然后 再 对 其 进行 活体 
观察 ,从 而 可 研究 不 同 细胞 器 的 动态 .功能 以 及 植物 的 内 膜 系统 。 

”人们 可 以 随心 所 欲 地 将 GFP 导入 各 种 细胞 器 ,研究 不 同 细胞 器 之 间 的 相互 联 
系 ,以 及 融合 蛋白 与 细胞 器 之 间 的 相互 作用 。 到 目前 为 止 ,最 常用 的 与 GFP 融合 的 
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亚 细 胞 定位 标记 是 内 质 网 信号 和 肽 一 -- KDEL。 将 GFP 5 KDEL 融合 物 转 化 植物 
后 ,不 仅 观察 到 植物 内 膜 系统 . 膜 泡 运输 ,还 观察 到 被 认为 是 前 质 体 的 细胞 器 在 快速 
运动 。 

Kohler 等 将 GFP 与 来 自 拟 南 芥 叶 绿 体 RecA 基因 的 转移 肽 编码 序列 连接 ,从 而 
把 GFP FAM RARE EWA. fh] ae GFP 只 在 叶绿体 基质 中 表达 , 而 类 
陡 体 中 不 存在 荧光 信和 号; 并且 叶绿体 的 表面 不 是 光滑 的 ,而 是 向 外 突出 类 似 花 粉 管 的 
管状 结构 ,它们 在 细胞 内 时 而 伸 长 ,时 而 缩短 ,有 时 还 能 与 周围 其 他 叶绿体 相连 。 这 
些 现象 为 细胞 叶绿体 之 间 能 够 进行 物质 交换 与 信息 交流 提供 了 佐证 。 

另外 ,GFP 与 已 知 的 细胞 蛋白 或 者 其 假定 的 信号 肽 融合 ,还 可 用 于 研究 植物 中 
这 种 和 蛋 日 质 的 定位 模式 。 将 GFP 与 蛋白 融合 ,可 研究 此 和 蛋白 在 细胞 内 的 动态 变化 。 
而 应 用 GFP 的 几 种 光谱 突变 体 , 并 将 其 融合 物 定位 到 不 同 的 细胞 器 中 去 ,可 以 更 加 
深入 地 研究 不 同 的 细胞 器 和 融合 蛋白 之 间 直 接 的 相互 作用 。 


三 、 大 分 子 运输 和 病毒 在 植物 体内 的 运动 


病毒 感染 植物 的 过 程 十 分 复杂 。 一 般 认为 这 一 过 程 包括 经 由 胞 间 连 丝 的 细胞 之 
间 的 运动 和 经 由 微 管 系统 进行 的 系统 内 运输 。 由 于 无 法 对 病毒 感染 植物 细胞 的 过 程 
进行 实时 观测 ,所 以 对 病毒 感染 植物 的 途径 及 机 制 知之 其 少 ,GFP 的 直观 性 观察 可 
以 监测 病毒 感染 过 程 。 

把 GFP 基因 插入 病毒 基因 组 可 以 研究 病毒 在 宿主 植物 体内 的 运动 ， 以 及 病毒 的 
A 3] k A (movement proteins, MPs) #15} 3 A (coat protein, CP) FHT WIE 
丝 的 作用 和 功能 。 用 GFP 基因 修饰 烟草 花 叶 病毒 C(TMV ) 并 感染 烟草 (Nicotiana 
benthamiana) ,激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 可 以 观测 到 病毒 维 管束 侵 染 路 径 和 病毒 在 植 
物体 内 的 积累 方式 。 通 过 将 GFP 与 病毒 蛋白 融合 ,已 经 成 功 地 证 实 了 病毒 蛋白 经 过 
胞 间 连 经 进入 宿主 细胞 并 与 其 亚 细 胞 组 分 相 结合 。 将 GFP 与 烟草 花 叶 病毒 运动 蛋 
日 (MP) 和 融合, 发 现 MP-GFP 定位 于 宿主 细胞 的 肌 动 蛋白 上 ,与 此 同时 , 离 体 实验 亦 
表明 MP 可 与 肌 动 蛋白 相 结合 ;而 在 受 感 染 的 BY2 细胞 中 , MP-GFP 定位 于 丝 状 结 
ae 使 用 微 管 去 解 聚 物 处 理 感染 细胞 则 破坏 了 丝 状 长 链 , 因 而 MP 是 与 微 管 蛋白 相 

合 的 。 这 些 研 究 表明 ,病毒 与 植物 宿主 组 分 之 间 的 相互 作用 促进 了 病毒 的 局 部 
em. 

病毒 在 植物 体内 运动 的 研究 进展 对 植物 细胞 生物 学 和 植物 生理 学 有 深远 影响 
由 病毒 能 穿越 植物 的 生理 障碍 在 植物 体内 运动 ,可 以 推测 大 分 子 在 植物 体内 的 运输 
机 制 。Itaya 等 将 黄 扑 花 叶 病 毒 (cucumber mosaic virus)3a 运动 蛋白 和 GFP MAH 
化 烟草 ， 发 现 融 合 皇 日 并 没有 通过 主要 的 胞 间 连 丝 运输 ,而 是 进入 了 复杂 的 次 级 胞 间 
ERA ,推测 是 在 叶片 发 育 的 特定 阶段 ， 形成 复杂 的 次 级 胞 问 连 丝 系统 以 运输 特殊 
的 大 分 子 。 
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四 植物 与 微生物 之 间 的 相互 作用 


前 面 已 提 到 ,用 GFP 标记 病毒 可 以 实时 观测 病毒 侵 染 植物 的 机 制 。 除 此 之 外 ， 
用 GFP 作 报 告 基因 ,还 可 以 监测 细菌 和 真菌 侵 染 植物 的 过 程 及 相关 的 分 子 机 制 。 在 
以 前 ,一般 常用 实 光 染料 标记 病原 菌 , 由 于 病原 菌 的 分 裂 , 染 料 常 被 稀释 ,所 以 长 期 以 
来 未 能 观察 到 病原 菌 侵入 活 细 胞 的 实时 动态 过 程 。GFP 的 直观 性 观察 则 可 以 检测 
到 病原 菌 的 增殖 情况 ,在 检测 过 程 中 省 去 抗体 检测 或 原 位 杂交 步骤 。 

将 GFP 编码 基因 克隆 到 根瘤 菌 组 成 型 启动 子 之 后 ,可 以 稳定 表达 产生 绿色 欧 
光 , 使 人 们 清楚 地 观察 到 根瘤 菌 对 植物 的 侵 染 过 程 和 与 之 共生 的 早期 事件 变化 。 
Bowyer 等 在 小 麦 病原 菌 (tapesia yallundae) 中 构建 了 含 异 柠檬 酸 酶 启动 子 的 GFP 
.基因 ,监测 到 病原 菌 侵 染 小 麦 时 的 碳 代 谢 过 程 。 以 GFP 为 荧光 探 针 标记 植物 内 生 恩 
氮 落 ,用 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 也 观察 到 了 该 菌 对 玉米 植株 的 侵 染 过 程 以 及 在 植物 
体内 的 定 殖 。 


五 .会 发 荧光 的 植物 “哨兵 ” 


研究 人 员 将 荧光 水 母 蛋白 基因 注入 到 一 种 开花 植物 中 , 当 植 物 在 其 生长 环境 中 
感受 到 有 害 的 微生物 或 化 学 物质 时 , 它 就 会 从 细胞 表面 向 DNA 发 出 一 种 生物 化 学 
信号 ,能 发 光 的 基因 被 激活 ,用 紫外 光照 射 植物 时 , 它 就 会 发 出 绿色 的 光 来 。 这 种 转 
基因 植物 可 以 用 来 检测 战争 中 的 化 学 武器 .地 雷 中 泄露 的 化 学 物质 ,以 及 炭 冶 驰 
I 了 等 。 

“此 外 ,由 于 近年 来 人 们 生活 质量 的 提升 ,对 于 观赏 花卉 颜色 也 有 更 多 的 需求 ， 
Mercuri 等 人 经 由 基因 转化 将 荧光 蛋白 转 人 洋 桔梗 、 非 洲 菊 等 观赏 花卉 中 ,利用 紫外 
光 或 蓝光 照射 后 使 之 产生 菊 光 花 , 提 高 了 商品 价值 ,创造 了 商机 。 


A GFP 在 植物 分 子 生物 学 研究 中 的 应 用 


GFP 分 子 量 小 ,在 异 源 植物 细胞 内 已 成 功 表达 并 产生 荣光。 由 于 具有 无 需 任何 
辅助 因子 即 可 自身 发 光 的 特性 ,GFP 作为 报告 基因 在 农 杆菌 介 导 的 或 者 是 基因 枪 介 
考 的 植物 遗传 转化 实验 中 ,已 得 到 广泛 应 用 。 

1. GFP 在 水 稳 基 因 转 化 中 的 应 用 研究 

GFP 检测 方便 ,对 基因 枪 转 化 的 受 体 细胞 组 织 肯 时 表达 和 整 株 植物 ,可 以 用 手 
提 灶 外 灯 观 察 ,或 用 荧光 显微镜 以 蓝光 或 紫光 激发 ,就 可 以 看 到 细胞 内 的 GFP 荧光。 

GFP 在 植物 中 稳定 表达 的 报道 更 令 人 振奋 。Vain 等 人 报道 用 基因 枪 方法 转化 
水 稻 未 成 熟 胚 ,通过 愈 伤 组 织 再 生得 到 转基因 植株 ,在 根部 及 暗 培养 的 黄 化 幼苗 中 都 
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有 明显 的 绿色 奖 光 ,但 在 绿色 叶片 中 殉 光 并 不 明显 。 他 们 认为 转化 使 用 的 目的 基因 
启动 子 CaMV35S 适用 于 双子 叶 植 物 , 而 在 单子 叶 植物 中 表达 较 弱 。 由 于 叶 绿 紊 在 
蓝 紫 光 激 发 下 产生 红色 自发 荣光 ,如 果 GFP 表达 量 太 低 ,前 者 红色 荣光 也 可 能 掩盖 
后 者 绿色 荧光 ,这 也 是 GFP 在 植物 中 表达 应 注意 的 问题 之 一 。Pang 等 用 植物 内 含 
TIRA GFP 基因 之 中 以 增强 其 表达 并 连接 于 强 司 动 子 之 后 ,通过 组 织 培养 均 得 到 转 
基因 再 生 植 株 , 并 且 绿 色 叶 片 的 荧光 清晰 可 见 。 目 前 ,GFP 已 在 烟草 ,小麦 大麦、 燕 
ZEX AK DE OE SE Se EY TR ORS EY EA 。 

在 揭示 水 称 功 能 基因 作用 的 研究 中 ,GEFP 扮演 看 一 个 十 分 重要 的 角色 。 水 稻 基 
因 转 化 过 程 中 ,GFP 可 以 完全 替代 抗生素 或 除草 剂 第 选 转基因 组 织 ,但 要 求 发射 绿 
色 区 光 的 转基因 组 织 生长 均一 ,以 便 继 代 培 养 。 单独 采用 GFP 作为 选择 标记 ,已 成 
JAIKE .燕麦 .小麦 .水稻 等 转基因 植株 。Vain 等 第 一 次 对 抗生素 筛选 和 GFP 
站 选 进行 了 直接 地 比较 ,报道 GFP 并 不 能 提高 水 稻 转 化 频率 ,而 是 提高 了 转化 工作 
的 效率 ,减少 了 转基因 植株 分 子 检 测 步 又 和 工作 量 。 采 用 传统 的 选择 标记 筛选 ,一般 
ma 6 一 8 周 或 更 长 的 时 间 ,才能 鉴定 出 潜在 的 转基因 亩 , 册 经 过 漫长 的 再 生 植 株 过 程 
后 进行 Southern 杂交 分 析 ,最 终 确定 转基因 植株 ;而 单独 采用 GEP 筛选 ,在 转化 3 
周 后 , 即 能 分 离 出 转基因 苗 继 代 培 养 以 分 化 成 转基因 植株 。 用 GEP 作为 篇 选 标记 ， 
根据 GFP 发 射 绿色 荧光 的 强度 ,还 可 以 区 分 转基因 植物 后 代 中 纯 合 体 和 杂 合 体 的 

比例 。 

一 些 非 绿色 植物 ,如 根 和 幼 胚 等 ,在 蓝光 激发 下 产生 黄 绿 色 菊 光 ( 目 发 灾 光 ) ,但 
这 种 自发 荧光 很 弱 ,通过 调整 光圈 减少 进 光 量 ,或 选择 合适 的 滤 光 片 就 可 以 清除 背 
景 ,从 而 检测 出 GFP 荧光 ,所 以 检测 GFP 时 ,一 般 不 出 现 假 阳 性 结果 。 禾 谷类 ,包括 
Ki NE .玉米 的 植株 都 有 少量 自发 荧光 ,这 主要 是 由 叶片 中 叶绿体 的 存在 造成 的 ， 
但 绿色 荧光 和 蛋白 基因 表达 出 的 绿色 荧光 和 蛋白 信和 号 比 植株 的 目 发 奖 光 强 得 多 ,其 测定 

会 受到 上 自发 灾 光 的 太 大 影响 。 

2. GFP 在 拟 南 芥 基 因 转 化 中 的 应 用 研究 

拟 南 芥 (arabidopsis thaliana) WF HEB WBS R., _ 年 生 细弱 草本 植物 . 作为 
一 种 植物 遗传 学 、 发 育 生物 学 和 分 子 生物 学 研究 典型 的 “模式 ”植物 , 拟 南 芥 已 被 公认 
是 运 今 为 止 25 ARATE SLUR AE RT 具有 其 他 高 等 植物 无 可 比拟 的 优 
点 ,被 誉 为 植物 界 的 “ 果 蝇 ”。 

实验 中 ,构建 了 出 拟 南 芥 At4g15390 基因 局 动 子 驱 动 的 At4g15390 promoter 
GFP 重组 表达 载体 ,以 农 杆菌 介 导 的 漫 花 转化 法 转化 野生 型 拟 南 人 芥 , 工 代 转 化 体 收 
种 。 对 转基因 纯 合 株 系 幼苗 的 根 、 叶 和 根茎 结 合 部 位 进行 活体 荧光 观察 并 拍照 ,该 发 
色 团 在 395nm 远 紫 外 光 激 发 ,发 射出 509nm 的 绿色 荧光 。 结 果 发 现 芝 光 信 号 在 转 
基因 拟 南 芥 的 不 同 部 位 都 有 不 同 程度 的 表达 。 彩 图 47 中 A 一 D( 见 彩 页 14) 均 为 一 
周 龄 幼苗 的 GFP 荧光 图 像 。 转 化 体 根部 严 光 主要 集中 在 植物 根 的 维 管 组 织 区 域 , 根 
类 荣光 较 强 (如 彩 图 47 中 C 所 示 , 见 彩 页 14); 转 化 体 的 下 胚 轴 及 叶片 部 位 也 都 有 荧 
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光 的 表达 (如 彩 图 47 中 D 所 示 , 见 彩 页 14)。 未 转基因 的 野生 型 拟 南齐 中 ,只 能 观察 
到 很 弱 的 自发 荧光 的 存在 (如 彩 图 47 中 A、B 所 示 ,A 为 野生 型 幼苗 根 的 自发 荧光 ,B 
为 野生 型 幼苗 下 胚 轴 的 自发 荧光 ) 。 荧 光 观 察 之 后 ,在 植物 幼苗 上 滴 加 生理 盐水 ,小 
心 移 放 回 MS 固体 培养 基 上 , 待 生 理 状 态 恢 复 正常 后 , 移 栽 土 中 ,温室 中 生长 , 单 株 
收 种 。 





ATZE ”免疫 灾 光 细胞 化 学 技术 


免疫 细胞 化 学 又 称 免疫 组 织 化 学 ,其 主要 原理 是 用 标记 的 抗体 (或 抗原 ) 对 细胞 
或 组 织 内 的 相应 抗原 (或 抗体 ) 进 行 定性 、 定 位 或 定量 检测 ,经 过 组 织 化 学 的 呈 色 反应 
之 后 ,用 显微镜 、 荧 光 显 微 镜 或 电子 显微镜 观察 。 凡 是 能 作 抗原 、 半 抗原 的 物质 ,如 和 蛋 
白质 ,多肽 .核酸 、 酶 .激素 .磷脂 、 多 糖 、 受 体 及 病原 体 等 都 可 用 相应 的 特异 性 抗体 在 
组 织 、 细 胞 内 将 其 用 免疫 细胞 化 学 手段 检 出 和 研究 ， 

免疫 荧光 细胞 化 学 是 现代 生物 学 和 医学 中 广泛 应 用 的 技术 之 一 ,是 由 Coons 等 
(1950) 建 立 , 经 过 几 十 年 的 发 展 ,免疫 荧光 技术 与 形态 学 技术 相 结 合 发 展 成 免疫 荧光 
细胞 (或 组 织 ) 化 学 。 目 前 ,免疫 荧光 细胞 化 学 技术 已 在 免疫 学 .细胞 学 .组 织 学 .病理 
学 中 得 到 广泛 应 用 。 

免疫 荧光 细胞 化 学 的 优点 为 : 

(1) 高 度 特异 性 ;抗原 抗体 反应 是 特异 性 最 强 的 反应 之 一 ,免疫 荧光 细胞 化 学 所 
用 的 抗体 必须 是 特异 性 强 得 多 价 或 单价 抗体 ,具有 高 度 的 识别 能 力 ,在 抗原 识别 上 可 
达到 单个 氨基 酸 的 水 平 , 这 是 其 他 组 织 化 学 难以 相 比 的 ; 

(2) 高 度 敏 感性 :免疫 荧光 细胞 化 学 采用 各 种 有 效 方法 最 大 限度 保存 细胞 和 组 
织 内 待 检 物 质 的 抗原 性 ,或 采用 各 种 增 敏 方法 ,使 用 高 度 敏感 的 和 高 亲和力 的 抗体 ， 
可 检 出 细胞 内 超 微量 的 抗原 成 分 ; 

(3) 方法 步骤 统一 : 若 掌 握 一 种 技术 操作 方法 步骤 , 则 一 通 百 通 ; 

(4) 形态 .机 能 和 代谢 密切 结合 :这 是 一 种 综合 定性 .定位 和 定量 密切 结合 , 形 
AS .机 能 和 代谢 密切 结合 为 一 体 的 研究 和 检测 技术 。 

免疫 荧光 细胞 化 学 技术 在 细胞 、 染 色 体 或 亚 细 胞 水 平原 位 检测 抗原 分 子 , 是 其 他 
免疫 技术 难以 达到 和 代替 的 , 它 可 在 细胞 .基因 和 分 子 水 平 同时 原 位 显示 基因 及 其 表 
达 产 物 ,形成 了 新 的 检测 系统 ,为 生物 学 .医学 和 各 个 领域 分 子 水 平 的 研究 与 诊断 开 
拓 了 广阔 的 前 景 。 


第 一 节 ”免疫 学 基础 知识 


免疫 细胞 化 学 的 全 过 程 包括 :抗原 提取 和 纯化 ,免疫 动物 或 细胞 融合 ( 单 克隆 抗 
体 ) ,抗体 效 价 检 测 和 提取 、 标 记 抗 体 ,细胞 和 组 织 切 片 标本 的 制备 ,免疫 细胞 化 学 反 
应 和 显 色 , 观 察 和 记录 结果 。 由 此 可 见 , 免 疫 细 胞 化 学 (包括 免疫 荧光 细胞 化 学 ) 的 基 
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本 理论 是 抗原 抗体 反应 ,标记 化 学 反应 和 呈 色 化 学 反应 。 由 于 免疫 细胞 化 学 和 原 位 
核酸 分 子 杂 交 是 在 细胞 和 组 织 上 进行 抗原 抗体 反应 ,所 以 ,必须 熟练 掌握 显 微 标本 制 
备 的 全 过 程 , 要 求 待 检 标本 形态 结构 和 抗原 性 保存 良好 ,抗原 不 从 原 位 扩散 或 丢失 。 
所 以 从 事 免 疫 荧 光 细 胞 化 学 的 工作 者 必须 了 解 有 关 理 论 及 掌握 有 关 细 胞 和 组 织 学 
技术 。 


一 ,抗原 、 抗 体 的 概念 及 抗原 和 抗体 的 关系 


(一 ) 抗原 (antigen) 


凡 能 刺激 机 体 产生 抗体 ,并 能 与 抗体 发 生 特 异性 结合 的 物质 称 为 抗原 。 物 质 所 
共有 的 这 种 特性 称 为 抗原 性 (antigenicity) 。 


(=) 抗体 (antibody) 


抗体 是 机 体 受 受 抗原 刺激 后 ， 在 体液 中 出 现 的 一 种 能 与 相应 抗原 发 生 反 应 的 球 蛋 
白 , 称 免疫 球 和 蛋白 (immuno globulin,Ig)。 含 有 免疫 球 蛋 白 的 血清 称 免疫 血清 。 


(三 ) 抗原 与 抗体 的 关系 


抗原 是 引起 机 体 产生 免疫 反应 的 主要 外 因 , 决 定 免 疫 反 应 的 特异 性 ,机 体 与 抗原 
物质 的 斗争 过 程 中 为 加 速 循环 和 排除 抗原 而 产生 的 抗体 、 致 敏 淋 巴 细胞 等 物质 ,是 机 
体 排除 异体 物质 的 保护 性 反应 。 没 有 抗原 的 刺激 ,机 体 不 能 产生 抗体 ;没有 抗原 物 
质 , 也 无 法 检测 抗体 的 存在 ,利用 抗体 可 以 检测 抗原 物质 。 


-本 


二 ,抗原 的 性 质 及 种 类 


(一 ) 抗原 的 性 质 

1 抗原 的 来 源 

、 ”抗原 可 以 是 异种 异体 物质 、 同 种 异体 物质 或 自身 物质 。 机 体能 对 进入 体内 的 异 
种 .异体 的 大 分 子 物质 产生 抗体 ,该 物质 与 机 体 的 种 类 关系 愈 远 ,其 抗原 性 就 愈 强 , 机 
体 的 免疫 反应 也 更 强 。 例 如 鸭 血 清 蛋白 对 鸡 的 免疫 原 性 较 弱 ,而 对 家 免 则 能 引起 较 
强 的 免疫 反应 。 同 种 异体 物质 也 可 具有 抗原 性 , 同 种 不 同 个 体 之 间 , 辣 一 类 型 的 细胞 

组 织 , 其 抗原 性 也 有 差异 ,例如 人 的 红细胞 有 ABO 血型 抗原 及 Rh 型 抗原 ,人 类 白 
细胞 和 其 他 组 织 的 细胞 膜 上 也 具有 组 织 相 容 性 复合 物 的 抗原 物质 。 机 体 对 本 身 所 具 
有 的 物质 不 产生 免疫 反应 ,但 在 某 些 条 件 下 ,机 体内 某 种 物质 .细胞 或 组 织 成 分 具有 
抗原 性 时 ,也 可 导致 机 体 产生 免疫 反应 ,此 具有 抗原 性 的 自身 物质 称 自身 抗原 (au- 
toantigen) ,所 产生 的 抗体 称 为 自身 抗体 (autoantibody) 。 如 自身 组 织 变 性 ,机 体 组 织 
或 网 胞 在 各 种 理化 因素 作用 下 ,引起 化 学 组 成 的 分 子 排列 和 构 型 改变 ,形成 新 的 抗原 
决定 得, 例如 服用 安 替 比 林 等 药 所 致 白细胞 减少 ,就 是 由 于 所 服用 药物 改变 了 白细胞 
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的 一 部 分 表面 化 学 结构 ,形成 新 的 抗原 决定 能 ,激活 免疫 活性 细胞 产生 白细胞 抗体 
(自身 抗体 ) ,导致 白细胞 减少 。 在 外 伤 .感染 和 炎症 时 ,可 能 使 隐蔽 性 抗原 如 精子 、 甲 
状 腺 球 蛋 白 等 释放 ,引起 机 体 产 生 免 疫 反应 。 但 应 注意 ,并 非 异物 都 是 抗原 ,例如 砂 
尘 和 一 些 非 生物 性 高 分 子 聚合 物 , 仅 能 激发 细胞 吞噬 反应 而 不 能 使 机 体 产生 抗体 或 
致 敏 淋巴 细胞 ， 

2, 大 分 子 胶体 

凡 具 有 抗原 性 的 物质 ,分 子 愈 大 ,抗原 性 愈 强 ( 如 细菌 .蛋白质 ) RUN , HR 
分 子 量 愈 大 ,其 表面 积 相 应 较 大 ,接触 免疫 细胞 机 会 增多 ,在 体内 停留 时 间 较 长 ,不易 
排除 ,因而 对 机 体 刺 激 作 用 也 强 。 一 般 具 有 免疫 原 性 的 物质 ,其 分 子 量 常 在 10 000Da 
以 上 。 对 于 和 蛋 日 质 组 成 的 抗原 ,其 分 子 量 小 于 5 000 一 10 000Da, 免疫 原 性 很 弱 或 完 
”全 没有 。 但 某 些 低 分 子 量 多 肽 如 胰岛 素 (分子 量 5 734Da)、 高 血糖 激素 (分子量 
3 800Da) .血管 紧张 素 ( 分 子 量 1 031Da) ,对 实验 动物 还 是 具有 一 定 的 免疫 原 性 。 分 
子 量 小 的 物质 团聚 成 的 多 聚 体 或 吸附 于 其 他 胶体 (载体 ) 表 面 ,形成 大 分 子 表面 结构 
时 ,如 和 蛋白 质 结合 即 具 有 大 分 子 胶体 特性 ,可 使 小 分 子 物 质 获得 或 增强 抗原 性 ,如 
RS AY RRS LEH. 

3. aR aH 

各 种 抗原 物质 的 化 学 组 成 虽然 很 复杂 ,但 能 刺激 机 体 产生 抗体 并 与 抗体 反应 相 

结合 的 化 学 组 成 仅仅 是 抗原 物质 表面 的 一 些 具有 活性 的 化 学 基 团 、 化 学 结构 及 空间 

构 型 , 称 为 抗原 物质 决定 艇 (antigenic determinant) 。 各 种 抗原 物质 各 有 其 特异 的 抗 
原 决定 和 ,但 不 同 的 抗原 物质 常 含有 共同 的 抗原 成 分 , 称 为 类 属 抗原 。 在 分 类 上 相近 
的 种 类 之 间 的 同一 类 蛋白 质 抗原 ,可 表现 出 类 属 抗原 关系 。 多 种 物质 结构 的 相似 性 ， 
决定 这 些 物质 抗原 上 的 类 属 关 系 , 而 分 子 结构 的 差异 性 ,决定 各 种 物质 的 抗原 特 
异性 。 

具有 大 分 子 量 的 异物 ,无 论 具 有 何 种 构 型 ,基本 上 具有 免疫 原 性 ,但 明胶 和 核酸 
免疫 原 性 很 弱 或 无 。 免 疫 原 的 抗原 决定 能 是 否 暴露 .抗原 决定 能 之 间 的 距离 是 否 适 
当 , 对 于 免疫 原 性 强 弱 亦 有 很 大 影响 。 凡 暴露 的 抗原 决定 能 的 数目 多 .间距 大 ,免疫 
原 性 也 就 较 强 。 能 与 抗体 分 子 结合 的 抗原 决定 能 的 总 数 , 称 为 抗原 的 结合 价 。 简 单 
的 半 抗 原 一 般 只 能 与 一 个 抗体 分 子 结合 ,是 单价 抗原 。 根 据 抗原 分 子 大 小 推算 ,有 
100 个 氨基 酸 的 多 肽 , 约 有 14~ 20 个 不 重 释 的 抗原 决定 篮 , 即 有 14~ 20 个 抗原 结 
合 价 。 

(二 ) 抗原 的 种 类 


常见 的 抗原 物质 种 类 很 多 ， 如 病原 微生物 及 其 代谢 产物 (毒素 ) ， 异 种 动物 血清 
(各 种 抗 毒素 ， 免 疫 血 清 的 来 源 )， 同 种 血型 抗原 ， 同 种 异体 皮肤 、 器 官 等 组 织 抗 
原 ， 自 身 组 织 抗原 ， 肿 瘤 细胞 抗原 。 具 有 抗原 性 的 各 种 化 学 成 分 有 蛋白 质 、 脂 蛋 
白 、 多 糖 体 、 脂 多 糖 、 粮 蛋白、 多 肽 以 及 核 蛋 白 等 ， 这 些 抗原 物质 均 可 刺激 机 体 产 
生 抗 体 或 细胞 免疫 反应 。 根 据 引起 抗体 产生 的 特点 ， 抗 原 可 分 为 完全 抗原 和 不 完全 
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抗原 两 大 种 类 。 

(1) 完全 抗原 ,完全 抗原 是 指 能 在 机 体内 引起 抗体 形成 (免疫 原 性 ), 并 可 与 其 抗 
体 特异 性 结合 (反应 原 性 ) 的 物质 。 如 细菌 、 盘 日 质 等 。 

(2) 不 完全 抗原 或 称 半 抗 原 (haPten) 在 体内 单独 存在 时 不 引起 抗体 产生 , 当 其 
与 蛋白 质 或 胶体 颗粒 结合 后 , 则 可 引起 抗体 形成 。 半 抗原 可 与 其 特异 性 抗体 绪 合 ,如 
细菌 的 多 糖 和 类 脂 质 等 。 在 半 抗 原 与 蝇 日 质 结合 物 中 ,一 般 是 绰 日 质 使 结合 物 具 有 
抗原 性 ,而 半 抗 原则 决定 结合 物 的 抗原 特异 性 。 例 如 ,以 半 抗 原 与 重 日 质 A 结合 
疫 动物 ,产生 抗 半 抗原 a 的 抗体 ， DAN AMAA HE BE EL A 上 的 a 抗原 结合 ,也 可 
以 和 绪 合 在 和 蛋 日 质 B 上 的 抗原 结 


三 ,抗体 的 性 质 和 种 类 


(一 ) 抗体 的 一 般 性 质 

抗体 是 免疫 球 蛋白 (immunoglobulin,Ig), 人 类 免疫 球 蛋 白 有 五 类 , 即 IgG、IgA、 
lgM IgD & IgE, 

IgG 分 子 由 4 条 对 称 的 多 肽 链 用 二 硫 键 以 共 价 和 非 共 价 键 联 结 组 成 ,其 中 两 条 
长 链 ( 由 420 一 450 个 氨基 酸 组 成 ) 称 为 重 链 (heavy chain, ,简称 H 链 ); 两 条 短 链 (由 
212~214 个 氨基 酸 组 成 ) 称 为 轻 链 (light chain, 简 称 工 链 ) 。 重 链 占 IgG 分 子 的 2/3， 
轻 链 占 1/3。 这 个 四 链 结构 是 各 类 免疫 球 蛋 白 的 基本 结构 ,可 用 通 式 LH, 表示 ， 
LH 称 为 一 个 单 体 ,IgG .IgD 和 IgE 都 是 单 体 ,而 分 泌 性 IgA 含 两 个 单 体 ,IgM 含 
有 5 个 单 体 。L 链 根据 抗原 体 的 不 同 分 为 K(Kapa) 型 和 Al(Lambda) 型 ,又 可 分 为 车 
干 个 亚 型 。 多 肘 链 的 羧基 端 称 为 C 末端 ,氨基 端 称 N 末端 。 多 肽 链 的 N 末端 包括 L 
链 的 1/2 和 H BABY /4, 氧 基 酸 顺序 随 兔 疫 的 抗原 不 同 而 异 , 称 为 可 变 区 (variabl 
region, V 区 )。 多 肽 链 的 羟基 端 包 括 OL 链 1/2 与 阳 链 的 3/4, 氨 基 酸 顺序 排列 比较 
稳定 , 称 为 稳定 区 (constant region,C 区 )。 免 疫 球 和 蛋白 结合 抗原 的 不 同 特异 性 ,决定 
F LEM HEM 立 区 氨基 酸 的 种 类 和 顺序 的 不 同 ;而 免疫 球 蛋白 结合 补体 或 巨 鸣 
细胞 等 生物 活性 WS H 链 的 C 区 有 关 。 免 疫 球 蛋 白 的 主要 生物 活性 是 :与 抗原 的 
特异 性 结合 ,活化 补体 ,与 网 胞 如 巨 噬 细 胞 . 单 核 细 胞 .中 性 粒 细胞 .肥大 细胞 及 嗜 碱 
性 细胞 结合 和 抗体 的 选择 性 传递 等 


(二 ) 抗体 的 种 类 


L 根据 获得 抗体 的 不 同 分 类 

(1) 免疫 抗体 : 患 传染 病 后 或 经 人 工 注射 疫苗 后 产生 的 抗体 、 用 己 知 抗原 免疫 动 
物产 生 的 抗体 、 用 单 克隆 抗体 技术 制备 的 抗体 ,近年 还 可 用 基因 工程 制备 抗体 ; 

(2) 天 然 抗 体 : 是 指 未 患 传染 病 也 未 注射 疫苗 而 在 体内 出 现 的 抗体 ; 

(3) 目 身 抗体 ;是 机 体 对 上 自身 组 织 成 分 产生 的 抗体 。 
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2. 根据 抗原 与 抗体 在 试管 内 是 否 出 现 肉眼 可 见 的 反应 进行 分 类 

(1) 完全 抗体 :此 抗体 能 与 抗原 结合 ,在 一 定 条 件 下 出 现 可 见 的 抗原 抗体 反应 

(2) 不 完全 抗体 :此 抗体 能 与 相应 的 抗原 结合 ,在 一 定 条 件 下 不 出 现 可 见 的 抗 
抗体 反应 。 

完全 抗体 具有 完全 的 lg 分 子 结构 ,经 酶 水 解 后 的 片段 Fab 或 F(ah); ,可 表现 出 
不 完全 抗体 的 作用 。 不 完全 抗体 与 抗原 结合 后 ,抗原 表面 便 具 有 抗体 球 蛋 白 的 特性 ， 
如 与 抗 球 蛋 白 抗 体 作用 后 , 则 出 现 可 见 的 反应 。 


原 


四 .抗原 与 抗体 的 反应 


抗原 与 抗体 的 反应 统称 为 免疫 学 反应 ,在 体内 进行 的 抗原 抗体 反应 称 为 免疫 反 
应 ,在 体外 进行 的 抗原 抗体 反应 称 为 血清 学 反应 。 由 于 抗原 的 物理 性 状 不 同 ,参加 反 
应 的 因素 不 同 ( 有 的 有 补体 或 吞噬 细胞 参加 ) ,因此 在 抗体 与 抗原 反应 时 ,可 表现 出 各 
种 形式 的 反应 。 | 

1. 抗原 与 抗体 的 结合 是 高 度 特异 性 的 结合 

抗原 与 抗体 的 结合 是 二 者 分 子 表面 物理 化 学 吸附 现象 ,抗原 抗体 复合 物 在 一 定 
”的 条 件 下 可 以 解 离 。 

2. 抗体 结合 价 | 

一 个 抗体 分 子 有 两 个 抗原 结合 点 ( 称 两 价 ) ,在 一 个 抗原 分 子 上 则 可 有 许多 个 结 
合 点 ( 称 为 多 价 ) 。 抗 原 与 抗体 分 子 的 结合 ,不 受 两 者 数量 比例 的 限制 ,但 如 需要 出 现 
肉眼 可 见 的 反应 , 则 抗原 与 抗体 的 量 需 保持 一 定 比例 。 在 抗原 或 抗体 过 量 的 条 件 下 
不 能 聚合 成 大 颗粒 ,因此 不 能 出 现 肉 眼 可 见 的 反应 。 

3. 主要 的 血清 学 反应 

有 3 个 类 型 , 即 凝 集 反 应 .沉淀 反应 和 有 补体 参加 的 各 种 血清 学 反应 。 


第 二 节 ”免疫 荣光 细胞 化 学 的 原理 


”免疫 荧光 细胞 化 学 是 根据 抗原 抗体 反应 的 原理 , 先 将 已 知 的 抗原 或 抗体 标记 上 
荧光 素 制 成 荧光 标记 物 , 再 用 这 种 荧光 抗体 (或 抗原 ) 作 为 分 子 探 针 检查 细胞 或 组 织 
内 的 相应 抗原 (或 抗体 )。 在 细胞 或 组 织 中 形成 的 抗原 抗体 复合 物 上 含有 荧光 素 , 利 
用 荧光 显微镜 观察 标本 ,荧光 素 受 激发 光 的 照射 而 发 出 各 种 颜色 的 荧光 ,可 以 看 见 欧 
光 所 在 的 细胞 或 组 织 ,从 而 确定 抗原 或 抗体 的 性 质 .定位 ,以 及 利用 定量 技术 测定 售 
量 。 用 荧光 抗体 示 踪 或 检查 相应 抗原 的 方法 称 荧光 抗体 法 ,用 已 知 的 荧光 抗原 标记 
物 示 踪 或 检查 相应 抗体 的 方法 称 荧光 抗原 法 ,这 两 种 方法 总 称 免 疫 荧 光 技 术 , 以 荧光 
抗体 方法 较 常 用 。 用 免疫 荧光 技术 显示 和 检查 细胞 或 组 织 内 抗原 或 半 抗 原 物质 等 方 
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法 称 为 免疫 奖 光 细胞 (或 组 织 ) 化 学 撤 术 。 

在 免疫 荧光 细胞 化 学 中 , 单 克 隆 抗体 的 应 用 日 益 增多 ,将 会 不 断 提 高 其 特 寞 性 、 
敏感 性 和 应 用 范围 。 共 聚焦 激光 扫描 显微镜 的 应 用 大 大 扩展 了 免疫 欧 光 细胞 化 学 的 
应 用 范围 。 免 疫 荧 光 细 胞 化 学 的 特异 性 .快速 性 和 其 在 细胞 和 分 子 水 平定 位 的 敏感 
性 与 准确 性 ,使 其 在 免疫 学 .微生物 学 、 细 胞 和 组 织 学 .病理 学 .肿瘤 学 以 及 临床 检验 
学 等 生物 学 和 医学 的 许多 方面 得 到 广泛 应 用 ,日 益 发 挥 重 要 的 作用 。 

免疫 荧光 细胞 化 学 分 直接 法 .间接 法 (夹心 法 )，。 


一 \ 直接 法 


(一 ) 检查 抗原 法 

这 是 最 早 的 方法 ,用 已 知 特异 性 抗体 与 效 光 素 绪 合 , 制 成 灾 光 特异 性 抗体 , 直接 
与 细胞 或 组 织 中 相应 抗原 结合 ,在 次 光 显 微 镜 下 即 可 见 抗原 存在 部 位 呈现 特异 性 次 
光 。 此 法 很 特异 .简便 ,但 一 种 荧光 抗体 只 能 检查 一 种 抗原 ,敏感 性 较 差 ,如 图 13-1 
AT AR 。 


ava Lal, 保温 wy 
+ AT l z5 + 75 


特异 性 抗体 荧光 色素  “ 荧光 抗体 ”细胞 或 细胞 抗原 ”荧光 显 出 抗原 抗体 复合 物 
| 图 13-1 直接 法 


(二 ) 检查 抗体 法 
将 抗原 标记 上 荧光 素 , 即 为 荧光 抗原 。 用 此 荧光 抗原 与 细胞 或 组 织 内 相应 抗体 
反应 ,可 将 抗体 定位 检测 出 来 。 | 


二 .间接 法 


(一 ) 检查 抗体 法 (夹心 法 ) 

此 法 是 先 用 特异 性 抗原 与 细胞 或 组 织 内 抗体 反应 ,再 用 此 抗原 的 特异 性 荧光 抗 
体 与 结合 在 细胞 内 抗体 上 的 抗原 相 结合 ,抗原 夹 在 细胞 抗体 与 荧光 抗体 之 间 , 故 称 来 
Dik. ) 

(二 ) 检查 抗体 法 

用 已 知 抗原 细 臣 或 组 织 标本 的 切片 ,加 上 待 检 音 清 , 如 果 其 中 含有 切片 中 某 种 搞 
原 的 抗体 ,抗体 便 沉 淀 结合 在 抗原 上 ,再 用 间接 荧光 抗体 ( 抗 种 属 特异 性 IgG 荧光 搞 
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体 ) 与 结合 在 抗原 上 的 抗体 反应 (如 检测 人 血清 中 的 抗体 必需 用 抗 人 IgG 荧光 抗体 
等 ) ,在 荧光 显微镜 下 可 见 抗原 抗体 反应 部 位 呈现 明亮 的 特异 性 荧光 。 此 法 是 检验 血 
清 中 自身 抗体 和 多 种 病原 体 抗体 的 重要 手段 ,如 图 13-2 所 示 。 


\ # l 
mn, iaag Nm 
ee ae 
+ ~ | 、 -| 


ye KHER 荧光 二 抗 


抗体 ( 即 二 抗 
>a 保温 二 荧光 显 出 抗原 抗体 复合 物 
4 一 


细胞 或 细胞 抗原 ”特异 性 抗体 ” 抗原 抗体 复合 物 
图 13-2 间接 法 








(三 ) 检查 抗原 法 

此 法 是 直接 法 的 重要 改进 , 先 用 特异 性 (对 细胞 或 组 织 内 抗原 ) 抗 体 ( 或 称 第 一 抗 
体 ) 与 细胞 标本 反应 ,随后 用 缓冲 盐水 洗 去 未 与 抗原 结合 的 抗体 ,再 用 间接 荧光 抗体 
(也 称 第 二 抗体 ) 与 结合 在 抗原 上 的 抗体 (是 第 二 抗体 的 抗原 ) 结 合 , 形 成 抗原 一 抗体 
一 多 光 抗 体 的 复合 物 。 由 于 结合 在 抗原 抗体 复合 物 上 的 荧光 抗体 显著 多 于 直接 法 ， 
从 而 提高 了 敏感 性 。 如 细胞 抗原 上 每 个 分 子 结合 3 一 5 个 分 子 抗体 , 当 此 抗体 作为 抗 
原 时 又 可 结合 3 一 5 个 分 子 的 奖 光 抗体 ,所 以 和 直接 法 相 比 , 菊 光 亮度 可 增强 3 一 4 
倍 。 此 法 队 灵 第 性 高 外 , 它 只 需要 制备 一 种 种 属 间接 区 光 抗 体 , 可 以 适用 于 多 种 第 一 
抗体 的 标记 显示 。 这 是 现在 应 用 最 广泛 的 技术 。 


三 ,双重 免疫 荧光 标记 法 


在 同一 细胞 组 织 标本 上 需要 同时 检查 两 种 抗原 时 ， 要 进行 双重 次 光 染色 ， 一 般 
均 采 用 直接 法 ， 将 两 种 荧光 抗体 (如 抗 A 和 抗 B) 以 适当 比例 混合 ， 加 在 标本 上 孵 
育 后 ， 按 直接 法 洗 去 未 结合 的 奖 光 抗体 ， 抗 A 抗体 用 异 硫 握 酸 获 光 素 标记 ， 发 呐 
绿色 效 光 ; 抗 B 抗体 用 TMRITC 或 罗丹 明 标记 ， 发 红色 荣光， 可 以 明确 显示 两 种 
抗原 的 定位 。 


四 .对照 试验 


为 了 保证 免疫 荧光 细胞 化 学 染色 的 准确 性 ， 排除 茶 些 非特 异性 染色 ， 必须 在 初次 
试验 时 进行 以 下 对 照 试验 : 





第 十 三 章 ”免疫 荧光 细胞 化 学 技术 179 


(一 ) 直接 法 

需 设 下 述 对 照 试验 : 

(1) 标本 自发 荧光 对 照 : 标 本 只 加 PBS 或 不 加 PBS ,缓冲 甘油 封 片 ,荧光 显微镜 
观察 应 呈 阴 性 荧光 (无 与 特异 性 荧光 相似 的 菊 光 ) 。 

(2) 抑制 试验 :可 分 为 二 步 法 和 一 步 法 。 

二 步 抑制 法 :标本 先 加 未 标记 的 特异 性 抗体 ,再 加 标记 荧光 抗体 ,结果 应 呈 阴 性 
或 明显 减弱 的 荧光 。 | 

一 步 抑制 法 : 先 将 菊 光 抗体 用 未 标记 抗体 做 适量 混合 ,再 加 在 标本 上 染色 ,结果 
应 为 阴性 。 此 法 效果 较 二 步 法 好 ,并 且 简 便 。 

(3) 阳性 对 照 ;用 已 知 阳性 标本 做 直接 法 免疫 荧光 染色 ,结果 应 旦 阳性 荧光 。 

如 对 照 (1) 和 (2) 无 荧光 或 弱 荧 光 ,(3) 和 待 检查 标本 呈 强 荧光 即 为 特异 性 阳性 荧光 ，。 

(二 ) 间接 法 

(1) 自发 荧光 对 照 : 同 直接 法 。 

(2) 荧光 抗体 对 照 ;标本 只 加 间接 荧光 抗体 染色 ,结果 阴性 。 

(3) 抑制 试验 : 同 下 接 法 。 

(4) 阳性 对 照 : 同 直接 法 。 

如 对 照 (1) (2) (3) 均 呈 阴 性 ,阳性 对 照 和 竺 检 标 本 阳性 则 为 特异 性 奖 光 。 


第 三 世 REMAN HE 


荧光 抗体 是 免疫 荧光 细胞 化 学 的 重要 技术 之 一 ,制备 高 特异 性 和 高 效 价 的 荧光 
抗体 必须 选用 高 质量 的 荧光 素 和 高 特异 性 .高效 价 的 免疫 血清 。 

因 现在 实验 室 使 用 的 荧光 抗体 大 多 可 直接 从 各 生物 抗体 试剂 公司 购 得 , 既 方 便 
快捷 ,又 标准 规范 ,所 以 我 们 在 这 里 只 介绍 最 常用 的 FITC 标记 抗体 的 方法 。 


— FITC 标记 抗体 的 方法 


(一 ) FITC 的 特性 

FARRER (fluorescein isothiocyanate, FITC) ERE @ i a 4 BK 
或 结晶 ,性 质 稳定 ,在 室温 下 能 保存 两 年 以 上 ,在 低温 中 可 保存 多 年 。 甸 溶 于 水 和 酒 
精 。 最 大 吸收 光谱 为 490 一 495nm, 最 大 发 射 光 谱 为 520 一 530 nm, 如 图 13-3 所 示 ， 
LER RIE ,分 于 量 为 398. 4。 

在 碱 性 条 件 下 ,FITC 的 异 硫 氰 酸 基 在 水 溶液 中 与 免疫 球 蛋 日 的 自由 氨基 经 碳 
酰胺 化 而 形成 硫 碳 氨 基 键 ,成 为 标记 疾 光 人 免疫 球 蛋 日 ,中 荧光 抗体 。 友 应 式 如 图 13-4 
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所 示 ,一 个 Ig 分 子 上 最 多 能 标记 15 一 20 个 FITC 分 子 。 


光 密 度 一 一 一 
X 光一 一 -一 
fN 
H i 
| 
\ 
\ 
Í \ 
H N 
/ NS 
300 100 500 波长 (nm) 


oe 


pH 8.5 以 上 





/ 
蛋白 质 一 N 
NH t © COO- 
NH-f-NH-CH:- 蛋 白质 
S 
(抗体 ) (FITC) | (FITC 标记 抗体 ) 


“图 13-4 抗体 的 FITC 标记 反应 式 
(二 ) FITC 标记 抗体 的 方法 
FITC 标记 抗体 的 方法 为 Marsshall 法 ,其 材料 和 方法 及 步骤 如 下 ， 
(1) 材料 :抗体 球 蛋 白 溶液 .0. 5mol/L pH 9.0 碳酸 盐 缓 冲 液 .无 菌 生理 盐水 、 异 


硫 氰 酸 荧光 素 、1% 硫 柳 孙 水 溶液 三角 烧 瓶 (25~50mL)、 冰 及 冰 权 (或 1 000mL $ 


杯 ) .电磁 搅拌 器 . 灭 菌 吸 管 . 透 吸 袋 、 玻 棒 、 棉 线 及 烧杯 (500mL) .pH 7. 2 或 pH 8.0 的 
0.01mol/L PBS Æ., ` 


(2) 方法 及 步骤 : 
抗体 的 准备 : 取 适 量 已 知 球 蛋 白 浓度 的 溶液 , 置 人 三 角 烧 瓶 中 ,加 入 生理 盐水 及 
Te RR Eb eR ,使 最 后 蛋白 浓度 为 20mg/mL ,缓冲 液 容量 为 总 量 的 1/10 , 混 匀 ,将 三 
第 烧瓶 置 冰 槽 中 ,电磁 搅拌 (速度 适当 以 不 起 泡沫 为 宜 )5 一 10min。 
KERAMER :根据 欲 标记 的 蛋白 总 量 , 按 每 毫克 蛋白 加 0.01mg 荣光 素 , 用 分 
析 天 平 准确 称 取 所 需 的 异 硫 握 酸 荧光 素 粉末 。 


结合 (或 称 标 记 ) : 边 搅拌 边 将 称 取 的 荧光 色素 渐渐 加 入 球 蛋白 溶液 中 ,避免 将 欧 
光 素 煌 于 三 角 烧 瓶 壁 或 搅拌 玻璃 棒 上 (大 约 5 一 10min AIW). MER Se H 
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12~18h。 结 合 期 间 应 保持 和 蛋 日 溶液 于 4 冰箱 或 冰 库 中 。 

透析 ante. 将 球 蛋 白 的 溶液 离心 (2 500rpm) 20min, RAH PY SAN Ut 
省 物 , 装 人 透 吸 江 中 后 再 置 于 烧杯 中 ,用 pH 8.0 缓冲 盐水 透析 (0 一 4 ) 过 夜 。 

EE : BUE DUE HY) hw ie aE a RB BEE G-25 或 G-50 H, RC ET 
AC OK FF ERIK FE FP 


T RHE RAF 


以 0 一 4LC 或 一 20L 低 温 保存 ,防止 抗体 活性 降低 和 和 蛋白 变性 。 最 好 加 和 浓度 为 
(1? 5 000)~(1* 10 000) AY REN Fe BK C1 : 1000)~(1 : 5000) 的 普 毛 负 防 腐 , 小 量 分 
交 如 0. 1 一 1mL ,真空 干燥 后 更 易 长 期 保存 。 


第 四 节 ”免疫 荧光 组 织 化 学 细胞 和 组 织 标本 的 制备 


免疫 奖 光 组 织 ( 细 胞 ) 化 学 技术 是 采用 荧光 素 标记 抗体 来 检测 细胞 和 组 织 内 的 相 
应 抗原 。 抗 原 的 准确 显示 和 定位 与 制备 的 细胞 和 组 织 标本 质量 的 好 坏 有 着 密切 的 联 
系 。 由 于 各 种 抗原 的 生化 、 物 理性 质 不 同 , 温 度 高 低 、 酸 碱 度 强 弱 及 各 种 化 学 试剂 的 
作用 等 均 可 影响 抗原 的 免疫 学 活性 ,良好 的 细胞 和 组 织 学 结构 将 有 助 于 抗原 的 准确 
定位 。 因 此 , 纲 胞 和 组 织 标本 的 采集 制备 在 免疫 荧光 组 织 化 学 技术 中 占有 十 分 重要 
的 位 置 。 


T . 2A 织 标本 的 取材 


近年 来 , 随 着 荧光 显微镜 .激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 的 应 用 和 逐步 普及 ,免疫 荧光 

织 化 学 技术 发 挥 越 来 越 重要 的 作用 。 采 用 培养 细胞 进行 研究 已 是 常用 的 手段 , 因 
此 对 细胞 标的 取材 也 提出 了 相应 的 要 求 、 细胞 、 组 织 标 本 的 取材 的 方法 如 下 : 

1. 细胞 培养 片 

培养 细胞 标本 的 取材 可 根据 培养 的 细胞 特性 分 别 采 取 不 同 的 方法 。 某 些 细胞 有 
贴 壁 生 长 的 特性 ,如 成 纤维 细胞 .粘液 痛 细 胞 等 ,只 需 将 载 玻 片 或 盖 玻 片 插 和 人 培养 液 
内 即 可 收集 到 理想 的 细胞 标本 ; 某 些 细胞 只 能 在 培养 液 中 生长 ,可 用 体液 沉淀 离心 涂 
Hr TE Ab 

制备 细胞 涂 片 应 注意 : 

(1) 标本 反复 离心 洗涤 会 造成 细胞 的 粘 附 性 降低 ,在 免疫 组 化 染色 过 程 中 容易 
脱 片 ,因此 在 制备 涂 片 前 载 玻 片 上 应 涂 粘 附 剂 ; 

“(2) 为 节省 试剂 和 便于 镜 下 观察 和 计数 ,应 将 细胞 集中 到 直径 0.6 必 1. 0em HB 
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圈 内 ,细胞 总 数 以 10 个 左右 为 宜 。 

2. 印 片 法 

主要 应 用 于 活 组 织 检查 标本 和 手术 切除 标本 。 新 鲜 标 本 以 最 大 面积 剖 开 ,充分 
骏 露 病变 区 ,将 载 玻 片 轻 轻 压 于 病变 区 ,脱落 的 细胞 便 粘 附 在 玻 片 上 ,并 即 浸 和 人 细胞 
固定 液 内 5 一 10min, 取 出 后 自然 干燥 ,低温 保存 备用 。 

该 方法 优点 是 简便 省 时 ,细胞 抗原 保存 较 好 ;缺点 是 细胞 分 布 不 均匀 , 玻 片 上 细 
胞 重奏 ,影响 标记 效果 。 

3. 组 织 切片 的 取材 

组 织 切 片 标本 主要 包括 活检 标本 ,动物 模型 标本 等 。 

组 织 切 片 标本 的 取材 常常 受到 各 种 因素 的 影响 ,如 过 度 挤 压 而 变形 ,造成 组 织 结 
爸 被 破坏 。 因 此 取材 的 器 械 必须 锋利 ,以免 组 织 受 挤 压 。 

为 苑 分 保存 组 织 的 抗原 性 ,标本 离 体 后 应 立即 用 固定 液 闻 定 处 理 , 或 立即 速冻 成 
头 块 进行 冰冻 切片 ,如 不 能 迅速 制 片 , 可 贮存 于 液 氮 负 内 或 一 707 冰箱 内 备用 。 


— . 细胞 和 组 织 的 固定 


(一 ) 固定 的 目的 


免疫 组 化 与 其 他 组 织 学 技术 不 同 , 除 要 求 保存 良好 的 结构 外 ,还 需 保存 组 织 抗原 
的 免疫 活性 。 不 同 抗原 ,其 稳定 性 也 不 相同 ,因而 对 固定 剂 的 耐 受 性 差异 较 大 。 若 想 
得 到 理想 的 免疫 组 化 染色 结果 正确 地 判断 抗原 物质 在 组 织 细胞 内 的 位 置 , 除 需 有 良 
好 酶 和 抗体 外 ,保持 组 织 细胞 内 抗原 物质 的 原 位 不 动 和 免疫 活性 是 至 关 重 要 的 。 如 
染 抗 原 物质 在 组 织 细 胞 间 弥 散 .丢失 或 失去 免疫 活性 ,无 论 如 何 努 力 , 染 色 效 果 都 不 
会 很 好 ,所 以 说 固定 是 免疫 组 化 染色 中 非常 重要 的 一 环 ， 

一 般 认 为 ,新 鲜 组 织 能 够 最 大 限度 地 保存 组 织 抗原 的 免疫 活性 ,但 结构 较 差 , 易 
出 现 抗原 弥散 丢失 现象 。 据 报道 ,不 国定 的 组 织 切 片 免疫 组 化 染色 时 , 环 鸟 苷 酸 含量 
丢失 80% 以 上 ， | 

回 定 的 目的 是 使 构成 组 织 细胞 成 分 的 蛋白 等 物质 不 溶 于 水 和 有 机 溶剂 ,并 迅速 
使 组 织 细胞 中 各 种 酶 降解 、 失 活 ,防止 组 织 自 溶 和 抗原 弥散 ,保持 组 织 细胞 的 完整 性 
和 所 要 检测 物质 的 抗原 性 。 因 此 ,迅速 .充分 固定 是 免疫 组 化 染色 成 功 的 关键 一 步 。 
用 于 免疫 组 化 的 固定 剂 种 类 较 多 ,应 根据 所 要 检测 物质 的 抗原 性 质 和 切片 方法 以 及 
所 用 抗体 特征 等 做 最 佳 筛 选 。 

(=) 国定 剂 

用 于 免疫 组 织 化 学 的 固定 剂 种 类 较 多 ,性 能 各 异 ,在 固定 半 稳 定性 抗原 时 ,尤其 
重视 图 定 剂 的 选择 ,简介 如 下 ,其 他 固定 剂 及 其 配制 方法 可 参阅 相关 文献 。 

l. 醋 类 固定 剂 

为 双 功 能 交 联 剂 ,其 作用 是 使 组 织 之 人 间 相 互 交 联 ,保存 抗原 于 原 位 ,其 特点 是 对 
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组 织 穿 透 性 强 ,收缩 性 小 。 有 人 认为 它 对 IgM lgA、J 链 、K 链 和 4 链 的 标记 效果 民 
好 , 育 泵 清晰 ,是 第 用 的 固定 诫 。 

(1) 10% 和 钙 - 甲 醛 液 , 配 方 ; 浓 甲醛 10mil ,饱和 碳酸 钙 90mL。 

(2) 10% 中 性 缓冲 甲醛 液 , 配 方 : 浓 甲 醛 10mL,0.01lmol/L pH 7.4 PBS 90mL, 

(3) 4% # BS PB BER th Yk (pH 7.4), Ba: oR PB 40g,0. 1mol/L 的 PBS 
液 (pH 7.4)500mL, WAKA MAS 60°C ,搅拌 并 滴 加 lmol/L NaOH 至 清晰 为 止 ， 
冷却 后 加 PBS 液 至 总 量 1 000mL 。 

(4) 成 二 酶 -甲醛 液 ,配方 :成 二 柄 1mL, 浓 甲醛 10ml ,蒸馏 水 加 至 100mlL.。 

戌 二 醛 是 二 醛 基 化 合 物 , 交 联结 合力 比 申 醛 大 。Bullock 认为 , 交 联 过 强 可 出 现 
组 织 改 变 和 空间 遮蔽 现象 ,影响 组 织 的 抗原 性 ;但 McDonald 等 认为 ,该 试剂 用 于 
PAP 法 免疫 酶 标记 效果 仍 满意 。 

(5) Zamboni Wk ,该 固定 液 可 用 于 电镜 免疫 细胞 化 学 ,对 超 微 结 构 的 保存 优 于 纯 
用 桓 ,也 二 用 于 交 镜 免疫 细胞 化 学 人 研究。 采用 2. 5% 多 上 肾 甲 醛 和 和 30% 饱和 昔 味 酸 , 更 
可 增加 对 组 织 穿 透 力 和 国定 效果 ,以 保存 更 多 的 组 织 抗原 ,固定 时 间 为 6~18h。 此 
国定 液 虽 然 保 存 抗原 较 好 ,但 将 昧 酸 能 自发 欧 光 , 故 宜 用 于 免疫 组 化 ,不 宜 用 于 免疫 

2. 丙酮 及 醇 类 固定 剂 

内 酮 及 醇 类 固定 剂 是 最 初 免 疫 细 胞 化 学 染色 的 固定 剂 ,其 作用 是 沉 次 盘 白 质 
Ba ,对 组 织 穿 透 性 很 强 ,保存 抗原 的 例 疫 活性 较 好 。 但 醇 类 对 低 分 子 重 日 质 、 eats 
胞 浆 内 蛋白 质保 存 效果 较 差 ,解决 的 办 法 是 和 其 他 试剂 混合 使 用 ,如 加 冰 醋 酸 、 乙 醚 、 
毛 仿 .甲醛 等 。 | 
(1) Clarke 氏 改 良 剂 ACA : 100% TAR 95mL, 冰 酯 酸 5mlL ,用 于 冰冻 切片 的 后 
[al ze | 7 

(2) AAF BEA 295% ~ 100% ARG 85mL, 冰 醋酸 5mL, 浓 甲醛 10ml.。 

(3) Methacarn 液 ,配方 :甲醇 60mL, A4) 30mL, 冰 醋酸 10mL ,混合 后 ACRE 
RH. 

以 上 固定 液 适宜 某 些 抗 原 、 癌 基因 和 蛋白 产物 检测 的 固定 ,P53 He a 
- 物 .PC-NA 等 抗原 的 保存 。 

丙酮 的 组 织 穿 透 性 和 脱水 性 更 强 ,常用 于 冰冻 切片 及 细胞 涂 片 的 后 固定 ,保存 抗 
原 性 较 好 ,平时 4 人 低温 保存 备用 , 临 用 时 只 需 将 涂 片 或 冰冻 切片 插入 冷 丙酮 内 
5 一 10min, 取 出 后 目 然 干燥 ,贮存 于 低温 冰箱 备用 。 

以 上 介绍 了 免疫 组 织 化 学 中 常用 的 固定 液 , 用 于 免疫 组 化 的 固定 剂 种 类 很 多 ( 见 
附录 ) ,不 闻 的 抗原 和 标本 和 需 经 过 反复 试验 ,选用 最 佳 固定 液 。 不 少 学 着 认为 , 运 分 沿 
无 一 种 标准 固定 液 可 以 用 于 各 种 不 同 的 抗原 固定 。 而 且 同 一 国定 液 国定 的 组 织 , 免 
疫 组 化 染色 标记 结果 可 能 截然 不 同 ,致使 人 们 无 所 适 从 。 

-最 理想 的 固定 液 标准 是 :最 好 地 保持 细胞 和 组 织 的 形态 结构 ,最 大 限度 地 保存 抗 





184 细胞 生物 学 灾 光 技术 原理 和 应 用 
原 的 免疫 活性 。 

一 些 含 重 金属 的 固定 液 在 免疫 组 化 技术 中 是 茶 用 的 。 实际 经 验 告诉 我 们 ,中 性 
绥 冲 甲醛 液 ( 或 多 聚 甲醛 ) 是 适应 性 较 广泛 的 固定 液 ,但 固定 时 间 不 家 过 长 。 必 要 时 ， 
可 用 多 种 固定 液 做 对 比 , 从 而 选 出 理想 的 标准 固定 液 

固定 组 织 时 应 注意 : 

(1) 应 力求 保持 组 织 新 鲜 , 勿 使 其 干燥 ,尽快 国定 处 理 ; 

(2) 组 织 块 不 宜 过 大 过 厚 上 ,必须 小 于 2cmX1. 5cem X0. 3cm, 尤 其 是 组 织 抉 厚度 
必须 控制 在 0. 3cm 以 内 ; 

(3) 固定 液 必 须 有 足够 的 量 , 在 体积 上 一 般 大 于 组 织 20 们 以 上 ,否则 组 织 
固定 不 恨 影 啊 效 果 ; 

(4) 组 织 图 定 后 应 充分 水 洗 ,去 除 男 定 液 造 成 的 人 为 假象 。 

(=) BEAR 

. 浸泡 法 

‘eh 是 织 浸泡 在 固定 液 内 ,必要 时 可 在 低温 (45 ) 环 境 下 进行 ,固定 时 间 可 根据 抗 
原 的 稳定 性 以 及 固定 液 性 质 而 定 ,一 般 在 2 ~ 12h 之 间 ， 

浸泡 法 主要 用 于 活检 和 手术 标本 ,以 及 其 他 不 能 进行 灌注 的 组 织 固 定 。 

2. 灌注 法 

此 法 适用 于 动物 实验 研究 。 自 左 心室 插入 主动 脉 , 先 以 生理 盐水 冲洗 血液 后 ,以 
Fe TH fa] BY SO~100mL 注射 器 注入 固定 液 。 一 般 在 灌注 后 30min 内 取材 , 取 组 织 置 
同一 固定 剂 中 浸入 1 一 3h ,然后 修整 组 织 块 。 光 镜 下 观察 的 标本 ,室温 国定 和 冷 固 定 
Fl C4°C ) 进 行 灌注 都 可 获得 满意 效果 ,但 应 注意 保持 组 织 新 鲜 很 重要 。 据 报告 , 肽 类 
抗原 活性 在 断绝 血液 供应 后 24h 几乎 完全 丧失 。 灌 注 法 固定 可 使 固定 液 迅 速达 到 
全 身 各 组 织 ,达到 充分 固定 的 目的 。 灌 注 冲洗 还 能 排除 红细胞 内 假 过 氧化 物 酶 的 
干扰 。 

3. AMEX(Cacetone meth enzoate xylene) 

此 法 是 改良 的 冰冻 置换 法 (freeze substitution) 的 简称 ,主要 用 于 石蜡 包 埋 标本 。 
Sato(1986) 报 道 , 该 法 具有 同 新 鲜 ( 未 固定 ) 组 织 冰冻 切片 同样 的 抗原 保持 性 和 石蜡 
切片 的 良好 组 织 结构 保存 ,其 机 制 为 :组 织 在 丙酮 中 国定 (脱水 ), 组 织 nm nna 
i OA aN. SK AS RR RATA A PERR Aa., HRE 
一 20C 内 酮 内 过 夜 亦 形成 冰晶 ,所 以 原 方法 将 组 织 先 置 4 人 丙酮 20 一 30min， NBA 
一 20L 内 酮 过 夜 ,实际 上 组 织 在 °C PA A RR SR. KER 
内 加 入 少量 蛋白 酶 活性 阻 断 剂 ,并 采用 低 熔 点 石蜡 包 埋 等 ,可 获得 更 佳 染 色 结 果 。 

4, 微波 国定 

该 方法 近 几 年 备 受 关注 , 它 能 保持 良好 的 组 织 结构 和 抗原 性 , 适 于 各 种 切片 的 酶 
组 化 .免疫 组 织 化 学 ,以 及 免疫 电镜 等 材料 固定 。 其 固定 机 制 可 能 与 微波 (频率 
1 000 一 3 000MHz) 具有 被 水 分 吸收 的 性 质 ( 通 常 所 用 的 微波 频率 是 2 450MHz ,波长 
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是 12cm) ;生物 材料 含有 大 量 水 分 ,照射 后 ,温度 升 高 ,分 子 运 动 加 快 ,促进 周 定 液 问 
组 织 内 渗透 ,加 速 与 组 织 成 分 的 反应 , 短 时 间 内 达到 固定 的 效果 等 有 关 。 经 微波 照射 
固定 的 组 织 , 需 置 相同 固定 液 中 ,继续 室温 固定 2 一 6h。 专 门 用 于 微波 固定 的 微波 炉 
已 商品 化 ,例如 :Bio-Rad H2500 型 .日 新 EM 。MWE-2 等 ,该 类 微波 炉 能 够 准确 地 
调 证 照射 时 间 和 测定 被 照 材料 的 瞬时 温度 。 利 用 家 用 微波 炉 代 替 时 ,应 选用 能 以 秒 
为 单位 调控 的 微波 炉 。 实 验 材料 不 同 , 所 需 固定 液 的 量 、 照 射 时 间 等 各 异 , 所 以 应 在 
预 实 验 的 基础 上 , 找 出 合适 的 固定 液 量 .照射 时 间 和 温度 。 多 数 实验 室 的 条 件 为 : 固 
定 液 5 一 10ml ,照射 10 一 30s, 照射 后 固定 液 的 温度 三 50C 。 微 波 固定 的 方法 为 :将 
冬 验 标本 置 于 微波 炉 旋转 台 的 中 央 , 周 边 放 一 烧杯 盛 300 一 500mlL 纯 水 ,吸收 照射 时 
炉 内 产生 的 热量 ,选择 强 档 照射 10 一 30s。 接 通电 源 至 微波 产生 ,利用 超声 波 代替 微 
波 照 射 或 二 者 并 用 。 照 射 后 ,组 织 标本 和 固定 液 的 温度 升 高 较 少 , 亦 能 获得 短 时 间 内 
民 好 的 固定 效果 。 微 波 炉 照射 的 切片 ,能 够 激活 部 分 核 内 抗原 活性 ,其 机 制 不 清 , 可 
能 与 高 温 、 高 热 作用 使 核 内 DNA 双 链 解 开 , DNA、RNA 解 离 ,抗原 暴露 有 关 。 将 切 
片 脱 蜡 水 洗 后 , 置 染 色 瓶 中 ,加 入 去 离子 水 或 缓冲 液 至 瓶颈 处 ,反复 多 次 照射 ,每 次 
Imin: RAT 5 一 10 次 ,每 次 照射 后 ,补充 关中 薰 发 掉 的 液体 ,照射 温度 不 超过 
90 一 95 为 宜 。 此 处 理 后 ,细胞 核 染 色 以 苏 木 精 为 佳 。 


= ZAZA 


应 用 于 光 镜 的 免疫 组 织 化 学 染色 的 切片 厚度 一 般 要 求 5pm 左右 ,神经 组 织 的 研 
究 要 求 切 片 厚 度 在 20~100um, 有 利于 妃 踪 神经 纤维 的 走行 。 

(一 ) 冰冻 切片 

冰冻 切片 是 免疫 组 织 化 学 染色 中 最 常用 的 一 种 切片 方法 。 其 最 突出 的 优点 是 能 
够 较 完好 地 保存 多 种 抗原 的 免疫 活性 ,尤其 是 细胞 表面 抗原 更 应 采用 冰冻 切片 。 新 
鲜 的 组 织 及 已 固定 的 组 织 均 可 作 冰 冻 切 片 。 

冰冻 时 ,组 织 中 水 分 易 形成 冰晶 ,往往 影响 抗原 定位 。 一 般 认为 冰晶 大 而 少时 ， 
影响 较 小 ,冰晶 小 而 多 时 ,对 组 织 结构 损害 较 大 ,在 含水 量 较 多 的 组 织 中 上 述 现象 更 
易 发 生 。 冰 晶 的 大 小 与 其 生长 速率 成 正比 ,而 与 成 核 率 ( 形 成 速率 ) 成 反比 , 即 冰晶 形 
成 的 数量 愈 多 则 愈 小 ,对 组 织 结构 影响 愈 严重 。 因 此 ,应 尽量 降低 冰晶 的 数量 。Fish 
认为 冰冻 开始 时 ;冰晶 成 核 率 较 慢 ,以 后 逐渐 增加 ,其 临界 温度 为 一 33'C , M— 30°C PE 
至 一 43 信 之 间 , 成 核 率 急剧 增加 ,然后 再 减 慢 。 基 于 上 述 理 论 可 采取 以 下 措施 减少 冰 
BAER. 

1. 28 A 

使 组 织 温度 又 降 MA — 33°C R43 C AE A) RK ROT. JAUHE: 

(1) 十 冰 - 办 酮 (酒精 ) 法 。 将 150~200mL 丙酮 (酒精 ) 装 人 小 保温 杯 内 ,逐渐 加 
和 和 干冰 ,直至 饱和 旦 粘 稠 状 ,再 加 干冰 不 再 冒 泡 时 ,温度 可 达 一 70C ,用 一 小 烧杯 
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(50~100mL) A se RR GEA 50ml, 再 将 烧杯 缓慢 置 人 干冰 闪 酮 (或 纯 酒 猜 ) 饱 和 访 
内 ,至 异 成 烷 温 度 一 70C 时 即 可 使 用 。 将 组 织 ( 大 小 为 icmx0.8cmx0.5cm) 投 入 天 
成 烷 内 速冻 30~60s 后 取出 ,或 置 便 冷 箱 内 以 备 切片 ,或 置 一 80 世 低温 冰箱 内 贮存 。 

(2) 液 氮 法 。 将 组 织 抉 平 放 于 软 塑 瓶 盖 或 特制 小 盒 内 (直径 约 2cm) ,如 组 织 块 
小 ,可 适量 加 OCT 包 埋 剂 浸没 组 织 ,然后 将 特制 小 盒 缓 缓 平 放 人 盛 有 液 氨 的 小 杯 
内 , 当 盒 底部 接触 液 氮 时 即 开 始 气 化 沸腾 ,此 时 小 盒 保 持原 位 切 勿 浸入 液 氮 中 ,大 的 
10~20s 后 组 织 即 迅速 冰 结 成 块 。 取 出 组 织 冰 抉 立 即 置 人 一 80L 冰箱 贮存 备用 或 置 
入 恒 冷 箱 切 片 机 冰冻 切片 。 

2. 蔗糖 溶液 应 用 

将 组 织 置 于 20 人 一 304 芒 糖 溶液 1 一 3 天 ,利用 高 渗 吸收 组 织 中 水 分 ,减少 组 
含水 量 。 

3. 冰冻 切片 机 

影响 冰冻 切片 的 因素 较 多 ,因此 ,技术 难度 较 大 ,选择 好 的 冰冻 切片 机 是 保证 切 

片 质量 的 关键 。 目 前 冰冻 切片 机 有 两 类 . 
” CD 和 便 冷 箱 冰 并 切片 机 。 此 种 切片 机 型 号 很 多 ,lecai 1900 恒 冷 箱 切 片 机 为 较 
理想 的 冰冻 切片 机 。 其 基本 结构 是 将 切片 机 和 置 于 一 20 人 低温 密闭 室内 , 故 切 片 时 不 
受 外 界 温度 和 环境 影响 ,可 连续 切 薄片 至 3~5um, 完 全 能 满足 免疫 荧光 组 织 化 学 标 
记 要 求 。 切 片 时 , 恒 冷 箱 内 温度 设置 为 一 20°C ,样品 头 的 温度 设置 为 一 22°C , 若 温 度 
过 低 组 织 易 夏 碎 。 切 片 刀 上 的 反 卷 板 的 位 置 及 角度 要 调节 适当 。 用 载 玻 片 附 贴 组 织 
切片 时 , 勿 上 下 移动 。 

(2) 开放 式 冰 冻 切 片 机 。 包 括 半 导体 制冷 切片 机 和 甲醇 制冷 切片 ,以 及 老式 的 
CO: 、 毛 乙 烧 等 冷冻 切片 机 。 切 片 时 暴露 空气 中 ,温度 不 易 控 制 , 切 片 技术 难度 大 ,在 
Bae) ,切片 更 加 困难 , 且 切 片 厚 达 8 一 15ym, 不 易 连 续 切 片 ,但 其 优点 是 价 廉 , 国 
内 有 生产 。 

如 新 鲜 组 织 在 冰冻 切片 前 未 进行 固定 ,在 冰冻 切片 后 应 使 用 相应 的 圈定 剂 固定 
l0omin; 电 风扇 吹 干 后 再 进行 免疫 学 实验 或 一 20 忆 保存 。 

冰冻 切片 后 如 不 染色 ,必须 用 电 风 凯 吹 干 ,贮存 于 一 70C 低 温 冰 箱 内 或 进行 短暂 
预 固定 后 贮存 冰箱 保存 。 

(二 ) 石蜡 切片 


石蜡 切片 的 优点 是 组 织 结构 保 存 良 好 ,能 切 连续 薄片 ,组 织 结构 清晰 ,抗原 定位 
准确 。 用 于 免疫 奖 光 组 化 技术 的 石蜡 切片 制备 与 常规 制 片 略 有 不 同 : 

(1) 脱水 、 透 明 等 过 程 应 在 4 下 进行 ,以 尽量 减少 组 织 抗 原 的 损失 ; 

(2) 组 织 块 大 小 应 限于 2cmX1.5cmX0. 2cm 使 组 织 充 分 脱水 .透明 eS 

(3) 漫 蜡 、 包 韩 过程 中 ,石蜡 应 保持 在 60°C . 

组 织 块 脱水 .透明 、 漫 蜡 时 间 :70% 乙 醇 ,4C ,3 一 4h 一 80% 乙 醇 ,4C ,3 一 4h 一 
90%% 乙 醇 ,4C ,2 一 3h 一 95% 乙 醇 了 ,4C,2~3h > 95% 乙 醇 下 ,4C, 1 一 2h > 
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100%% 乙 醇 J ,4C ,1.5h -> 100%% 乙 醇 HT,4C,1.5h 一 MB] ,4C 0.5 一 1h 一 二 
HE 1] .4°C ,0.5~1h > A 1 .60°C, 1h ~ A 11 .60°C 2h. 

以 上 全 过 程 为 18 一 24h ,也 可 在 室温 内 使 用 目 动 脱水 机 代 蔡 。 如 组 织 块 小 ,直径 
小 于 0.5cm, 可 用 快速 石蜡 包 埋 切片 ,全 过 程 只 需 4h 左右 。 

石 畏 切片 为 常规 制 片 技 术 ,切片 机 多 为 轮转 式 , 切 片 厚度 3~7um, 应 用 范围 广 ， 
不 影响 抗体 的 穿 透 性 ,染色 均匀 一 致 。 由 于 甲醛 固定 有 机 溶剂 和 包 埋 剂 对 抗原 有 一 
定 的 损害 及 遮蔽 ,使 抗原 特征 发 后 改变 。 有 人 报道 经 和 蛋白酶 消化 ,可 以 改善 光 镜 免疫 
组 化 染色 强度 ,常用 的 有 胰 和 蛋白 酶 . 链 霉 蛋 蝗 酶 及 胃 和 晶 白 酶 等 消化 法 。 石 螨 切 片 应 在 
37°C 恒温 箱 过 夜 ,这 样 可 使 切片 紧密 贴 在 载 玻 片 上 ,可 减少 染色 中 脱 片 现象 。 切 片 如 
和 需 长 期 贮存 ,可 存放 于 AC KAA BH. 

MBM AKARS ,但 在 制 片 过 程 中 要 经 过 酒精 、 二 甲苯 等 有 机 游 剂 处 理 , 组 织 
内 抗原 活性 失去 较 多 ,有 人 和 采用 冷冻 干燥 包 埋 法 (freeze drying embedding methed) ， 
可 以 保存 组 织 内 可 溶性 物质 ,防止 蛋白 变性 和 酶 的 失 活 ,从 而 减少 抗原 的 丢失 。 该 法 
是 将 新 鲜 组 织 低温 速冻 ,利用 冷冻 于 燥 机 (freezingdryer) 在 真空 .低温 条 件 下 排除 组 
织 内 水 分 ,然后 用 甲醛 蒸气 固定 干燥 的 组 织 , 最 后 将 组 织 浸 蜡 、 包 埋 .切片 。 此 法 可 用 
于 人 免疫 严 光 标记 .人 免疫 酶 标记 及 放射 自 显影 。 

(三 ) 振动 切片 

用 振动 切片 机 (Vibratotme) ,可 以 把 新 鲜 组 织 ( 不 国定 不 冰冻 ) 切 成 厚 片 (20 一 
400um) ,以 漂浮 法 在 反应 板 进行 免疫 荧光 组 织 化 学 染色 ,然后 在 荧光 显微镜 或 激光 
共聚 焦 显 微 镜 下 检 出 免疫 反应 阳性 部 位 。 振 动 切片 也 可 修整 后 进行 后 固定 , 按 电镜 
样品 制备 .脱水 EA EFH .染色 观察 等 。 组 织 不 冰冻 ,无 冰晶 形成 和 组 织 抗原 
破坏 ,在 免疫 组 化 染色 前 避免 了 组 织 脱水 .透明 、 包 埋 等 步骤 对 抗原 的 损害 ,能 较 好 地 
保留 组 织 内 脂 溶性 物质 和 细胞 膜 抗 原 ,主要 用 于 显示 神经 系统 抗原 分 布 研究 。 这 种 
包 埋 前 染色 ,尤其 适用 于 人 饮 疫 电镜 观察 。 


四 I H Ah SE FN YR 


在 免疫 组 化 染色 过 程 中 ,由 于 各 种 原因 常 造 成 标本 (细胞 制 片 和 组 织 切片 ) 脱 片 
现象 ,影响 了 工作 质量 和 速度 。 一 般 采 取 两 种 方法 即 可 防止 脱 片 现象 出 现 。 

(一 ) 载 玻 片 和 盖 玻 片 处 理 

新 载 玻 片上 有 油污 ;必须 经 过 清洁 液 浸泡 12 一 24h ,流水 充分 漂洗 后 用 蒸馏 水 清 
YE 3 遍 以 上 ,浸泡 在 95% 酒 精 内 2h, 用 绸 布 氛 干 或 用 红外 线 烤 箱 烤 干 均 可 , 贮 放 于 玻 
片 盒 内 备用 。 盖 玻 片 很 薄 , 以 上 处 理 程序 必须 缩短 , 清 滞 液 浸泡 只 需 2h, 流 水 冲洗 注 
意 勿 损伤 玻 片 等 。 

(二 ) 载 玻 片上 涂 粘 附 剂 

粘 附 剂 种 类 较 多 ,常用 的 有 以 下 几 种 : 
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(1) HISE (resin glue) 又 称 日 乳胶 ,为 木工 用 ,有 进口 .国产 之 分 ,有 人 认为 进 量 
白色 树脂 胶 较 稳定 ,也 有 人 认为 国产 日 乳胶 ( 唆 醋 酸 乙 烯 乳液 三 北京 产 ) 质 量 尚 稳定 ，。 
使 用 浓度 为 1% 一 2% ,以 荧 饮 水 稀释 即 可 ; 

(2) 甘油 明胶 , 混 色 后 涂 在 载 玻 片上 ,切片 贴 附 后 置 有 副 醋 的 干燥 器 内 ,80C 加 
热 lh; | 

(3) FARE BA YG Ja BOAT RRA ; 

(4) 4, 8A OLB RC. 1 Aa BD BY IR A 37°C HAE F : 

(5) BRM ABM : 2 RM BO. 1g, 加 蒸馏 水 Om, 混合 后 即 可 涂 片 。 此 液 
不 宜 多 配制 ; 

(6) 3-amino propy eriethoxy silame( APES), 

Mh Ber FP H yi BA Be EP RE RH Be Se BA AL RH BR, ee ARR SY BC id TE TL BE -o 


第 五 节 ”免疫 荧光 细胞 化 学 染色 方法 


一 \ 标 本 制作 
将 上 述 细 胞 培养 片 或 组 织 切片 ,经 适当 处 理 后 , 作 免 疫 荧光 染色 用 。 
二 、 诡 光 抗 体 染色 方法 


(一 ) 直接 法 

1 染色 

切片 经 固定 后 , 滴 加 经 稀释 至 染色 效 价 如 1 : 8 或 1: 16 的 荧光 抗体 (如 免 抗 人 
Y- 球 重 日 严 光 抗体 或 兔 抗 人 IgG 或 IgA 荧光 抗体 等 ) ,在 室温 下 或 37 人 染色 30min, 
切片 置 人 能 保持 潮湿 的 染色 盒 内 ,防止 于 燥 。 

2. HH 

A FE De GSR ORR LA pH 7. 4 BR pH 7.2 PBS 中 洗 两 次 ,每 次 5min， 
再 用 蒸馏 水 洗 1min, 除 去 盐 结晶 。 

3. HA 

用 50%% "h CO. 5mol/L 碳酸 盐 缓 冲 液 pH 9.0 一 9.5) 甘 油封 国 或 用 抗 淳 灭 剂 
封 固 。 

4 用 荣光 显微镜 检测 

5 对 照 染 色 

(1) 正常 免疫 荧光 血清 染色 ,如 上 法 处 理 切 片 ,结果 应 为 阴性 。 
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(2) 染色 抑制 试验 (一 步 法 ) REET A A A ER ic AY He AR ER E a R a 7G AH ED 
等 量 混合 ,如 上 法 处 理 切 片 ARMARE. A WE BA Ph Ae E M A E h T He 
被 稀释 所 致 ,可 用 盐 术 代替 未 标记 抗 血清 ,染色 结果 应 为 阴性 。 此 法 结果 较 二 步 法 

育 接 法 比较 简单 ,适合 做 细菌 .螺旋 体 、 原虫 .真菌 及 浓度 较 高 的 蛋白 质 抗原 如 
AL .皮肤 的 检查 和 人 研究 。 此 法 每 种 实 光 抗体 只 能 检查 一 种 相应 的 抗原 ,特异 性 高 而 敏 
FR PE BI - 

(二 ) 间接 法 

(1) 切片 固定 后 用 毛细 滴 管 吸取 经 适当 稀释 的 免疫 血清 滴 加 在 其 上 , 置 于 染色 
盒 中 保持 一 定 的 湿度 ,37 作用 30min。 然 后 用 0.01mol/L pH 7. 2 PBS 洗 两 次 ,每 
次 10min, 之 后 用 吸 液 器 吸 去 液体 并 吹 于 余 留 的 液体 。 

(2) 再 漓 加 间接 艾 光 抗体 (如 免 抗 人 Y- 球 蛋白 荧光 抗体 等 ) ,同上 步骤 ,染色 
30min,37 ,用 PBS 洗 两 次 ,每 次 10min ,缓冲 甘油 封 固 , 镜 检 ， 

间接 法 的 对 照 染 色 :中 抗体 对 照 :用 正常 免 血 清 或 人 血清 代替 免疫 血清 ,再 用 上 
法 进行 染色 ,结果 应 为 阴性 。 名 抗原 对 照 ; 即 类 属 抗原 染色 , 亦 应 为 阴性 。 句 阳性 
对 照 。 

上 述 方法 称 双 层 法 (Double Layer Method) ,是 间接 法 的 一 种 。 另 一 种 称 夹心 
法 , 即 用 未 标记 的 特异 性 抗原 加 在 切片 上 先 与 组 织 中 之 相应 抗体 结合 ,再 用 该 抗原 的 
灾 光 抗体 重合 结合 其 上 ,而 间接 地 显示 出 组 织 和 细胞 中 抗体 的 存在 ,方法 及 步 又 
如 下 

” (1) 切片 或 涂 片 固定 后 , 置 于 染色 湿 盒 内 
《2) 滴 加 未 标记 的 特异 性 抗原 作用 切片 于 37°C . 30min; 

(3) 用 PBS 洗 两 次 ,每 次 5min, 吹 干 ; 

(4) 滴 加 特异 性 获 光 抗体 作用 切片 于 37 ,30min; 

(5) EHR); 

(6) Be IP H Wh E EiS AA Di EK FA E A ; 

(7) 荧光 显微镜 检测 。 | 

间接 法 只 需 制备 一 种 荧光 抗体 可 以 检 出 多 种 抗原 ,敏感 性 较 高 ,操作 方法 较 易 掌 
握 , 而 且 能 解决 一 些 不 易 制备 动物 免疫 血清 的 病原 体 ( 如 麻疹 ) 等 的 研究 和 检查 ,所 以 
已 被 广 沁 应 用 于 目 身 抗体 和 感染 病人 血清 的 试验 。 

(=) 双重 染色 法 

在 同一 标本 上 有 两 个 抗原 需要 间 时 显示 (如 A 抗原 和 了 抗原),A 抗 原 的 抗体 用 
FITC 标记 ,B 抗原 的 抗体 用 罗丹 明 标 记 , 可 采用 以 下 染色 方法 : 

1. 一 步 法 双 米 色 

先 将 两 种 标记 抗体 按 适当 比例 混合 (A 十 B) , 按 直接 法 进行 染色 。 
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2. 二 步 法 双 染 色 

先 用 RB200 标记 的 B 抗体 染色 ,不 必 洗 去 ,再 用 FITC 标记 的 A 抗体 染色 , 按 间 
接 法 进行 。 

结果 :A 抗 原 阴 性 奖 光 呈现 绿色 ,B 抗 原 阳 性 呈现 橙 红 色 奖 光 。 

(四 ) 膜 抗原 荧光 抗体 染色 法 

本 法 应 用 直接 法 或 间接 法 的 原理 和 步骤 ,可 对 活 细胞 在 试管 内 进行 染色 ,常用 于 
T 和 B 细胞 ,细胞 培养 物 、 痛 细胞 抗原 和 受 体 等 的 检查 和 研究 ,阳性 谈 光 主要 在 细胞 
ikk. FACS 即 采 用 此 法 原理 。 

CH) 补体 法 

1. 材料 

(1) 3 Oy 60°C KIS 20min, 用 Kolmers 盐水 作 2 倍 稀释 成 1 :2,1 : 4.1: 8, 
… 补 体 用 1 : 10 稀释 的 新 鲜 豚 局 血清 , 抗 补体 荧光 抗体 等 , 按 下 述 的 补体 法 染色 。 免 
疫 血清 补体 结合 的 效 价 ,如 为 1 : 32 则 免疫 血清 应 作 1 : 8 稀释 ; 

(2) 补体 用 新 鲜 豚 刀 血 清 一 般 作 1 : 10 稀释 或 按 补体 结合 反应 试管 法 所 测定 的 
结果 , 按 2 单位 的 比例 ,用 Kolmers 盐水 稀释 备用 。Kolmers 盐水 配 法 :在 pH 7.4， 
0. 1mol/1L 的 磷酸 缓冲 盐 术 中 溶解 MgSO, ,含量 为 0. 01%; 

(3) 抗 补 体 荧光 抗体 :在 免疫 血清 效 价 为 1 : 4, 补体 为 2 单位 的 条 件 下 ,用 补体 
染色 法 测定 人 免疫 豚鼠 球 和 蛋白 奖 光 抗体 的 染色 效 价 , 然 后 按 染 色 效 价 1 : 4 的 浓度 用 
Kolmers 盐水 稀释 备用 。 

2. 方法 及 步骤 

C) RK MY) A EAE; 

(2) 吸取 经 适当 稀释 后 的 免疫 血清 及 补体 的 等 量 混合 液 ( 此 时 免疫 血清 及 补体 
又 部 稀释 一 倍 ) 滴 于 切片 上 ,37C 作 用 30min, 置 于 保持 一 定 湿度 的 染色 盒 内 ; 

(3) 用 PBS 洗 两 次 ,每 次 5min, 吸 干 标 本 周围 水 液 ; 

(4) 滴 加 经 过 适当 稀释 后 的 抗 补体 荧光 抗体 30min,37 ,水 洗 同 (3); 

(5) REK lmin, 缓 溃 甘 油封 固 ，。 

3. JRE 

(1) 抗原 对 照 ; 

(2) 抗 血 清 对 照 : 用 正常 免 血 清 代 替 免 疫 血 清 ; 

(3) 灭 活 补 体 对 照 :将 补体 经 56 30min 处 理 后 , 按 补 体 同 样 比例 稀释 ,与 免疫 
血清 等 量 混 合 后 ,进行 补体 法 染色 。 

本 法 的 艾 光 抗体 不 受 免 疫 血清 的 动物 种 属 的 限制 ,因而 一 种 荧光 抗体 可 作 更 广 
泛 的 应 用 ,敏感 性 亦 较 间接 法 高 , 效 价 低 的 免疫 血清 亦 可 应 用 ,节省 免疫 血清 ,尤其 是 
在 检查 形态 小 的 芯 死 次 氏 体 .病毒 颗粒 等 或 浓度 较 低 的 抗原 物质 时 甚 为 理想 。 

(六 ) RG TRA Re A 

右 切 片 或 其 他 标本 经 某 种 获 光 抗体 染色 后 ,未 获得 阳性 结果 ,而 又 疑 有 另外 的 病 
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原 体 存 在 时 ,可 用 相应 的 灾 光 抗体 再 染色 。 
有 时 存档 螨 块 不 能 再 用 以 切片 ,也 可 用 存档 的 HE 染色 标本 , 初 去 盖 片 和 颜色 ， 
再 做 免疫 荧光 或 其 他 免疫 细胞 化 学 的 染色 。 


PRP ”非特 异性 染色 的 消除 万 法 


一 .非特 异性 染色 的 主要 因素 


组 织 的 非特 异性 染色 的 机 制 很 复杂 ,其 产生 的 原因 主要 可 分 为 以 下 儿 操 : 

(1) 一 部 分 荧光 素 未 与 蛋白 质 结 合 ,形成 了 聚合 物 和 衍化 物 ,而 不 能 被 透析 除去 。 

(2) 抗体 以 外 的 血清 蛋白 与 荧光 素 结合 形成 荧光 素 脲 绰 白 ,可 与 组 织 成 分 结合 。 

(3) 除去 检查 的 抗原 以 外 ,组 织 中 还 可 能 存在 类 属 抗原 (如 Forssman 氏 抗 原 )， 
可 与 组 织 中 特异 性 抗原 以 外 的 相应 抗体 结合 。 

(4) 从 组 织 中 难于 提纯 抗原 性 物质 ,所 以 制备 的 免疫 血清 中 往往 混杂 一 些 抗 其 
他 组 织 成 分 的 抗体 ,以 致 容易 混 清 。 

(5) 抗体 分 子 上 标记 的 荧光 素 分 子 太 多 ,这 种 过 量 标记 的 抗体 分 子 市 过 多 的 阴 
离子 ,可 吸附 于 正常 组 织 上 而 呈现 非特 异性 染色 。 

(6) 荧光 素 不 纯 ,标本 固定 不 当 等 。 


二 .除非 特异 性 染色 的 方法 


消除 蔷 光 抗体 非特 异性 染色 的 方法 应 根据 产生 的 原因 采取 适当 的 方法 ,常用 的 
方法 有 以 下 几 种 : 

(一 ) 动物 脏 器 粉末 吸收 法 

常用 肝 粉 ( 猪 、 大 白鼠 或 小 白鼠 肝 粉 ) ,其 次 是 骨髓 粉 、 鼠 脑 粉 和 鸡 胚 粉 等 。 每 毫 
升 荧光 抗体 中 加 入 肝 粉 50 一 100mg ,在 离心 管 中 充 分 混 匀 ,在 室温 中 振动 2h,4C 中 
过 夜 ,再 搅拌 10min ,高速 离心 (3 000~ 15 000rpm) 30min, 1~2 次 后 , 即 可 使 用 其 上 
清 液 。 吸 收 一 般 应 在 临 用 前 进行 ,吸收 后 的 荧光 抗体 保存 在 冰箱 中 勿 超过 两 周 。 染 
色 应 作 吸收 前 后 的 比较 ,吸收 时 可 先 用 缓冲 盐水 将 组 织 干 粉 浸 湿 ,离心 (3 000 一 
15 000rpm)30min, 除 去 上 清 液 , 再 加 入 荧光 抗体 进行 吸收 ,以 免 消 耗 过 多 的 抗体 。 

肝 粉 或 新 鲜 细 胞 吸收 是 一 种 非特 异性 的 消除 方法 ,对 荧光 抗体 的 奖 光 色素 和 和 重 
白 都 有 吸附 作用 。 如 检查 组 织 中 的 病毒 抗原 时 ,也 可 用 相同 的 组 织 干粉 或 习 浆 沉 诈 
物 吸 收 。 

用 脏 器 肝 粉 吸收 对 荧光 抗体 损失 较 多 ,如 果 根 据 Hiramotos 氏 等 的 方法 将 组 织 
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一 


的 20%% 和 后 理 盐水 匀 浆 液 , 用 生理 盐水 洗 2 一 3 次 ,12 000rpm 10min 离心 沉淀 ,用 其 沉 
淀 物 吸 收 其 荧光 抗体 即 能 完全 达到 目的 ,有 学 者 认为 这 样 吸收 对 荧光 抗体 几乎 没有 
损失 ,他 们 常用 此 法 ,效果 甚 佳 ,吸收 后 放置 一 周 左右 ,用 时 有 必要 再 吸收 一 次 。 

肝 粉 的 制 法 : 

(1) 将 若干 只 小 白鼠 或 大 白鼠 放血 杀 死 ,取出 肝脏 ,用 生理 盐水 洗 2 一 3 次 ,除去 
血液 , 剥 掉 表 面 的 结缔 组 织 和 脂肪 。 | 

” (2) 剪 碎 ,用 生理 盐水 反复 洗涤 至 无 血色 为 止 ,然后 再 加 生理 盐水 少许 ,用 组 织 
Hie WEL BM ISK AB TT BL DK 

(3) RET ARR A BD BAC /3 左右) ,交换 地 用 2 一 3 1H E E M h kK AN dz 
RGAE 3 次 ,至 上 清 无 血色 为 止 ,每 次 完毕 先 用 2000rpm HL Ove 15min 后 ,再 

(4) 最 后 用 丙酮 洗涤 肝 浆 ,再 用 布 氏 汗 斗 过 滤 或 离心 沉 省 ,将 沉 演 物 平 铺 在 清净 
的 玻璃 板 上 ,37 仿 烤 干 (过 夜 )，。 

(5) 在 人 研 钵 中 充分 研磨 ,用 120 H Be i m ET. oP Be. PRN ,低温 干 煤 保存 。 

CZ) 透析 法 

KKU FITC 分 子 可 以 通过 半 透 膜 ,而 和 蛋白质 大 分 子 不 能 透 过 ,可 将 未 与 贷 日 
结合 的 荧光 素 透 析 除 去 。 步 又 如 下 : 

(1) 将 标记 完毕 的 奕 光 和 蛋 日 液 装 人 一 透析 和 袋 或 玻璃 纸袋 内 , 液 面 稍 留 空 际 ， 
+L 

(2) # A 0. 0O2mol/L pH 7.1~7.4 的 PBS 中 (悬浮 于 大 于 标记 物体 积 约 
50~ 100459 PBS 内 ) ,在 4C 中 透析 ,每 日 更 换 3~4 KPBS, BMAS~7 天 ,直到 透 
析 液 中 无 荧光 素 方 可 (在 荧光 光源 照射 下 )。 | 

(=) 葡 聚 糖 凝 胶 G-50 柱 层 析 法 

去 除 游离 区 光 素 可 用 2cmX46cm 柱 层 析 法 。 加 入 荧光 抗体 15 一 18mL( 按 床 体 
积 的 5%~10% 加 样 ) ,使 其 缓慢 渗入 柱 内 , 待 即 将 全 部 人 柱 时 ,加 入 PBS 少许 ,关闭 
下 口 ,停留 30 一 40min, 使 游离 荧光 充分 进入 细 筛 孔 中 ,然后 再 接 通 洗 脱 瓶 开始 滴 和 人 和 
洗 脱 液 。 加 入 洗 脱 液 一 定量 后 ,荧光 抗体 即 向 下 移行 ,逐渐 与 存留 于 上 端的 游离 荧光 
素 之 间 拉 开明 显 的 界线 , 随 着 大 量 洗 脱 液 的 不 断 加 入 ,二 者 分 离 距 离 越 来 越 大 , 菊 光 
抗体 最 先 流出 ,分 前 .中 、 后 三 部 分 收集 , 测 F/P 比值 ,合格 者 合并 .浓缩 .分 装 。 洗 脱 
液 用 20% 磺 基 水 杨 酸 测定 蛋白 (发 生 沉 淀 反 应 ) ,继续 洗 脱 ,游离 区 光 素 则 相继 被 洗 
ALR OK. EARRA POE AA SOCKS UTE A BAA. 

在 用 以 除去 荧光 抗体 中 的 游离 交 光 素 和 硫酸 贸 等 盐 类 ,可 先 在 过 柱 前 透析 一 夜 ， 
否则 NAY ARR ,在 蛋白 未 完全 洗 脱 时 即 出 现 NH? ,因而 影响 提纯 与 回收 蛋白 ,一 般 
待 洗 脱 液 出 现 蛋白 时 , 即 进行 收集 ,之 后 出 现 SOT (用 1% BaCl: 检查 发 生 白 色 沉 
淀 )。 最 后 是 NH (用 纳 氏 试剂 检查 呈 黄 标 色 沉 演 ), 待 洗 脱 液 无 SO{ ”及 NH? 后 
可 再 用 。 
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如 仅 用 少量 奖 光 抗体 ,可 用 lcmx20cm 的 柱 层 析 柱 , 取 2g Sephadex G-50 装 
柱 , 即 可 过 滤 2 一 3. 5ml KAHR. 

(四 ) DEAE- 纤 维 素 柱 野 析 法 

标记 过 多 或 过 少 菊 光 素 的 抗体 分 子 可 用 DEAE- EREEREER. JEN 
下 :DEAE- 纤 维 素 柱 的 法 柱 , 洗 脱 、 再 生 方 法 等 与 提纯 IgG 方法 相同 ;: 装 柱 所 需 DE- 
AE- REUTER 20~50mg 标记 和 蛋白 量 为 宜 。 常 用 梯度 洗 脱 法 如 下 : 

(D) EHH OO. Olmol/L pH 7. 2 PBS 平衡 ,标记 物 上 柱 后 , 先 用 0. 01mol/l. 
pH 7.2 PBS 洗 脱 , 洗 出 无 色 或 淡 绿 色 液 体 , 洗 脱 液 量 根 据 床 体积 大 小 每 梯度 乘 3, 然 
后 依 下 列 各 种 离子 强度 洗 脱 液 分 别 洗 脱 和 收集 ;0. Ol mol/L pH 7.2 PBS(0. 05mol/L 
NaCl) ,这 部 分 为 洗 脱 部 分 一 ;0. Olmol/L pH 7. 2 PBS(0. Olmol/L NaCl) ,这 部 分 为 
GEAR RE ot — 30. Olmol/L pH 7.2 PBS(0. 02mol/L NaCl) ,这 部 分 为 洗 脱 部 分 三 。 分 
别 测 定 些 三 部 分 收集 液 ( 每 管 5mL)F/P 比值 ,0. 05mol/L NaCl pH 7.2 PBS hi W 
280nm 泡 密 度 高 蜂 管 合并 ,浓缩 保存 备用 。 因 这 部 分 非特 异性 染色 荧光 最 少 .是 比 
较 好 的 严 光 抗体 ,其 他 两 部 分 可 以 废弃 。 

(2) 柱 上 吸附 过 多 的 标记 和 蛋 日 ,可 继续 增加 NaCl 的 浓度 至 2. 0mol/L YEN SE. 
经 过 DEAE- 纤 维 素 层 析 后 的 标记 抗体 ,其 抗体 量 一 般 约 损 失 50% ,因此 有 些 要 求 不 
太 痪 的 抗体 ,如 抗 细菌 区 光 抗 体 , 不 一 定 要 这 样 处 理 , 可 用 染色 效 价 测定 的 稀释 法 除 
去 非特 异性 染色， 

CE) KX th IE A 

先 测 定 荧光 抗体 特异 性 染色 与 非特 异性 染色 的 效 价 , 若 二 者 效 价 相差 较 大 , 则 可 
将 获 光 抗体 稀释 至 一 临界 浓度 ,使 特异 性 染色 旦 阳性 ,而 使 非特 异性 染色 保持 阴性 ， 
稀释 方法 和 染色 效 价 测定 方法 相同 

CA) 纯化 抗原 法 

用 各 种 方法 提纯 单一 成 分 的 抗原 是 产生 单价 特异 性 抗体 的 最 主要 条 件 。 近 代 免 
疫 化 学 技术 (免疫 吸收 法 ) 和 柱 层 析 法 等 提供 了 很 大 的 可 能 性 ,可 参考 有 关 专 著 。 

(七 ) 纯化 抗体 法 一 一 免疫 吸收 法 


例如 抗 IgA 血清 的 纯化 方法 一 一 免疫 吸收 法 。 如 分 泌 型 lgA(sIgA) 抗 原 纯度 
不 高 ,所 制 的 抗 血清 常 与 IgG 呈 交 叉 反应 ,为 此 需要 吸收 纯化 , 常 采 用 纯化 的 人 IgG 
成 二 醛 聚 合 物 加 以 吸收 纯化 。 方 法 如 下 : 

1. A IgG 聚合 物 的 制备 

在 5mL 含 40mg/mL A IgG 的 0. 1mol/L pH 7.0 磷酸 缓冲 溶液 中 ,加 入 2.5% 
戊 二 醛 溶 液 limL, 边 加 边 搅 ,5min 即 出 现 混浊 , 逐 现 大 块 胶 块 ,放置 30min 后 ,用 研 
狂 将 族 胶 磨 细 , 继 用 1. 0mol/L pH 7. 0 磷酸 缓冲 溶液 反复 洗涤 3 次 ,未 次 加 蒸馏 水 
至 20mlL，, 即 为 人 IgG RAW RE. 
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2. 免疫 吸收 法 

将 每 吸收 的 抗 slgG 血清 加 入 等 量 IgG RE WRI. AS MITE 60min, 离 心 沉 
be. E BD a RE 1 伴 的 纯化 抗 sigA 血清 。 如 用 IgG 聚合 物 做 少量 分 次 吸收 ,其 效 

OO 伊 文 氏 蓝 (evans blue) 衬 染 法 

用 0. 01% FASC ER HE AY) 0. Ol mol/L pH 7.2 PBS 稀释 荧光 抗体 ,可 将 背景 细胞 和 
oH ER BY i, ZT Gs ge EBA AKEE R BE) TE a EE EK 
(BE ETT BOCAS ER AY A AE Ba EES I HF — 
定 影响 。 伊 文 氏 蓝 一 般 先 配 成 1% 溶 液 ,于 4 人 保存 ,用 前 再 稀释 至 0.01% 用 以 稀释 
严 光 抗体 。 此 外 ,还 可 以 用 胰 酶 消化 组 织 切 片 或 用 10% 牛 血清 蛋白 封闭 法 等 消除 非 
特异 性 染色 ,提高 特异 性 染色 。 
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第 一 全 ”普通 生物 光学 显 做 说 


光学 显微镜 是 利用 光学 原理 将 人 了 眼 所 不 能 分 辨 的 微小 物体 放大 成 像 , 以 供 人 们 
提取 微细 结构 信息 的 光学 仪 副 。 

早 在 公元 前 一 世纪 ,人 们 就 已 发 现 通过 球形 透明 物体 去 观察 微小 物体 时 ,可 以 使 

其 放大 成 像 , 后 来 逐渐 对 球形 玻璃 表面 能 使 物体 放大 成 像 的 规律 有 了 认识 。 英 国 的 
hk HE ( Digges) All fay = AY FS HEM FC Hans and Zachrias Janssen) 是 早期 显微镜 最 著 
名 的 开创 者 ;1610 年 意大利 物理 学 家 伽利略 (Galileo) 制 造 出 了 具有 物镜 、 目 镜 和 镜 
简 的 傈 单 复 式 显 向 镜 ;1611 年 开 普 勒 (Kepler) 曾 明了 显微镜 的 基本 原理 ;1628 年 前 
Ja ay 24 (Scheiner) Æ Fr By i it AY HE \ 
础 上 制造 出 近代 显微镜 的 原型 。1665 
E wh [as] Oy) He Be A A e+ A be (Robert 
Hooke) 通 过 目 己 制造 的 能 够 放大 140 
倍 的 显微镜 ( 如 图 14-1 所 示 ) ,在 观察 
软木 蹇 时 发 现 了 许多 小 的 蜂 房 状 绪 
构 , 称 之 为 “细胞 ”, 至 此 ,显微镜 的 发 
明 使 人 们 对 动 植物 的 认识 进入 了 新 的 
历史 阶段 。 

在 罗伯特 ， 衣 克 发 现 细胞 后 不 久 ， 
何 兰 的 安东尼 ， 范 * 列 文 虎 克 (Anton] 
Van Leeuwenhoek) 制 造 出 放大 率 达 
到 270 倍 的 显微镜 ,实现 了 历史 性 的 
CK. HARA ee = = BI! FRR are 
BEA FE ME H Be it AA HLS FF ACB T a. 1864 年 前 后 ,荷兰 科学 家 惠 更 斯 (Huy- 
gens) 议 计 并 制造 出 了 续 构 简单 效果 较 好 的 双 透 镜 目 镜 , 称 为 惠 更 斯 目镜 。 至 今 , 惠 
更 斯 目镜 仍 广 泛 应 用 于 各 类 普通 显微镜 上 。1870 年 ,德国 物理 学 家 恩 斯 特 ， 阿 贝 
(Ernst Abbe) 系 统 地 提出 了 显微镜 的 光学 理论 ,并 在 显微镜 的 设计 及 光学 玻璃 制造 
等 方面 做 了 大 量 改进 ,发 明了 油 浸 物镜 。1902 年 , 艾 夫 斯 (E. E. Ives) 进 一 步 对 成 像 
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光路 进行 了 改进 , 左 定 了 现代 双 目 显微镜 的 基本 系统 。 

随 着 科学 技术 的 不 断 发 展 , 交 学 显微镜 性 能 越 来 越 好 ,用 途 也 越 来 越 广 。 因此， 
了 解 光学 显微镜 的 基本 原理 ,正确 使 用 光学 显微镜 是 从 事 生 命 科 学 形 仿 学 研究 人 员 
必须 掌握 的 一 项 基本 技能 。 


— . Sb el ed HY 7 E 


普通 光学 显微镜 的 构造 可 分 为 机 械 装置 和 光学 系统 两 大 部 分 ,这 两 部 分 很 好 地 
配合 ,才能 发 挥 显微镜 的 作用 。 

(一 ) 显微镜 的 机 械 装 置 

显微镜 的 机 械 装置 包括 镜 座 、 镜 简 .物镜 转换 器 RHE HHS AR 、 微 动 
螺旋 等 部 件 。 

l. 镜 座 

镜 座 是 显微镜 的 基本 支架 , 它 由 底座 和 镜 臂 两 部 分 组 成 。 在 它 上 面 连接 有 载 物 
台 和 镜 简 , 它 是 用 来 安装 光学 放大 系统 部 件 的 基础 。 

2. BB 

镜 简 上 接 接 目镜 ,下 接 转 换 器 ,形成 接 目镜 与 接 物镜 ( 装 在 转换 器 下 ) 间 的 暗室 。 
从 物镜 的 后 缘 到 镜 简 尾 端 的 距离 称 为 机 械 简 长 。 因 为 物镜 的 放大 率 是 对 一 定 的 镜 简 
长 度 而 言 的 。 镜 简 长 度 的 变化 ,不 仅 放大 倍率 随 之 变化 ,而 且 成 像 质 量 也 受到 影响 ， 
因此 ;使 用 显微镜 时 ,不 能 任意 改变 镜 简 长 度 。 显 微 镜 的 标准 简 长 为 160mm. 

3. 物镜 转换 器 

物 镀 转换 器 上 可 安装 3 一 6 个 接 物 镜 ,普通 显微镜 一 般 装 有 4 个 物镜 (4X ,10X， 
40X ,100X)。 转 动 转换 器 可 以 按 需要 将 其 中 的 任何 一 个 接 物 镜 和 镜 简 接 通 ,与 镜 简 
上 面 的 接 目 镜 构 成 一 个 放大 系统 ， 

4. REG 

载 物 台 中 央 有 一 我， 为 光线 通路 ， 在 台 上 装 有 弹簧 标本 夹 和 推动 器 ,其 作用 是 固 
定 或 移动 标本 的 位 置 ， 使 得 镜 检 对 象 恰 好 位 于 视野 中 心 。 

5. 推动 器 | 

ae R BaD. 由 一 横 一 纵 两 个 推进 齿 轴 的 金属 架构 成 。 好 的 
显微镜 在 纵横 架 杆 上 肇 有 刻度 标尺 ,构成 很 精密 的 平面 坐标 系 。 如 果 需 要 重复 观察 
标本 的 某 一 部 分 ,在 第 一 次 检查 时 ,可 记 下 纵横 标尺 的 数值 ,以 后 按 数 值 移动 推动 器 ， 
就 可 以 找到 原来 标本 的 位 置 。 

6. 粗 动 螺旋 

粗 动 螺旋 是 调节 物镜 和 标本 间距 离 的 机 件 。 老 式 显 微 镜 粗 螺 旋 向 前 扭 ,镜头 下 
降 接 近 标 本 ,反之 镜头 提升 远离 标本 ;新 型 的 显微镜 通过 旋转 该 螺旋 ,提升 或 降低 载 

台 让 标本 接近 或 远离 物镜 。 
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7. 微 动 螺 旋 

使 用 粗 动 螺旋 只 可 以 粗略 地 调节 焦距 ,要 得 到 最 清晰 的 物象 ,需要 用 微 动 螺 旋 做 
进一步 调 信 。 一 般 地 , 微 动 螺旋 每 转 一 圈 镜 简 移 动 0. 1imm(100pm)。 

(二 ) 显微镜 的 光学 系统 | 

显微镜 的 光学 系统 由 反光 镜 、 聚 光 器 EWA . 接 目镜 等 组 成 ,光学 系统 对 样品 起 
放大 作用 ,形成 标本 放大 的 像 。 

1. 反光 镜 

较 早 的 普通 光学 显微镜 是 用 自然 光 检 视 物 体 ,在 镜 座 上 装 有 反光 镜 。 反 光 镜 是 
由 一 个 平面 镜 和 一 个 凹面 镜 组 成 ,可 以 将 投射 在 它 上 面 的 光线 反射 到 聚 光 器 透镜 的 
中 央 , 照明 标本 。 新 型 的 显微镜 镜 座 上 装 有 光源 ,并 有 电流 调节 螺旋 ,可 通过 调节 电 
流 大 小 调节 光照 强度 。 

2. RAS 

聚 光 器 由 聚 光 透 镜 、 虹 彩 光 圈 和 升降 螺旋 组 成 。 聚 光 器 可 分 为 明 视 场 聚 光 器 和 
暗 视 场 聚 光 器 。 普 通 光学 显微镜 配置 的 都 是 明 视 场 聚 光 器 , 明 视 场 聚 光 器 有 阿 贝 取 
光 器 . 齐 明 聚 光 器 和 播 出 聚 光 器 。 阿 贝 聚 光 器 在 物镜 数值 孔径 高 于 0. 6 时 会 显示 出 
色差 和 球 差 。 齐 明 取 光 器 对 色差 、 球 差 和 慧 差 的 校正 程度 很 高 ,是 明 视 场 镜 检 中 质量 
最 好 的 聚 光 器 ,但 它 不 适 于 4X 以 下 的 物镜 。 摇 出 聚 光 器 能 将 聚 光 器 上 透镜 从 光路 
HH ,满足 低 倍 物镜 (4X ) 视 场 照 明 的 需要 。 

聚 光 器 安装 在 载 物 台 下 ,其 作用 是 将 光源 经 反光 镜 反射 来 的 光线 聚焦 于 样品 上 ， 
以 得 到 最 强 的 照明 ,使 物象 获得 明亮 清晰 的 效果 。 聚 光 器 的 高 低 可 以 调节 ,使 焦点 落 
在 被 检 物 体 上 ,以 得 到 最 大 亮度 。 一 般 聚 光 器 的 焦点 在 其 上 方 1. 25mm 处 ,而 其 上 
升 限度 为 载 物 台 平 面 下方 0. 1mm。 因 此 ,要 求 使 用 的 载 玻 片 厚度 应 在 0.8 一 1. 2mm 
之 间 ,否则 被 检 样 品 不 在 焦点 上 ,影响 镜 检 效 果 。 聚 光 器 前 透镜 组 前 面 还 装 有 虹 彩 光 
围 , 它 可 以 开 大 和 缩小 ,影响 着 成 像 的 分 辨 率 和 反差 , 若 将 虹 彩 光圈 开放 过 大 ,超过 物 
镜 的 数值 孔径 时 , 便 产生 光斑 ;车 收缩 虹 彩 光圈 过 小 ,分 辩 率 下 降 ,反差 增 大 。 在 观察 
时 ,通过 虹 彩 光圈 的 调节 再 把 视 场 光 阑 ( 带 有 视 场 光 阑 的 显微镜 ) 开 启 到 视 场 周 缘 的 
外 切 处 ,使 不 在 视 场 内 的 物体 得 不 到 任何 光线 的 照明 ,以 避免 散射 光 的 
干扰 。 

3， 物 镜 

安装 在 镜 简 前 端 转 换 器 上 的 接 物 透镜 利用 光线 使 被 检 物 体 第 一 次 成 像 。 物 镜 成 
像 的 质量 , 对 分 辩 力 有 着 决定 性 的 影响 。 物 镜 的 性 能 取决 于 物镜 的 数值 孔径 
(numerical apeature,N. A) ,每 个 物镜 的 数值 孔径 都 标 在 物镜 的 外 壳 上 ,数值 孔径 越 
大 ,物镜 的 性 能 越 好 。 

物镜 的 种 类 很 多 ,可 从 不 同 角度 来 分 类 。 

根据 物镜 前 透镜 与 被 检 物 体 之 间 的 介质 不 同 ,可 分 为 : 

(1) 干燥 系 物镜 。 以 空气 为 介质 ,如 常用 的 40X 以 下 的 物镜 ,数值 孔径 均 小 于 1. 
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(2) 油 浸 系 物镜 。 常 以 香 柏 油 或 甘油 为 介质 ,此 物镜 又 叫 油 镜 , 其 放大 率 为 
90~100X ,数值 孔 值 大 于 1. 

根据 物镜 放大 率 的 高 低 , 可 分 为 : 

(1) 低 们 物镜, 指 1~6X ,N. A 值 为 0.04~0. 15; 

(2) 中 倍 物镜 , 指 6 一 25X,N.A 值 为 0.15 一 0. 70; 

(3) 高 倍 物镜 , 指 25~63X,N. A (BA OO. 35~0. 95; 

(4) 油 浸 物 锐 , 指 90~100K ,N.A (AA 1. 25~1. 50, 

根据 物镜 像 差 校正 的 程度 来 分 类 可 分 为 : 

d) 消 色 差 物镜 。 这 是 最 第 用 的 物镜 ,外 过 上 标 有 “Ach” 字 样 , 该 物镜 能 去 除 红 
光 和 理光 形成 的 色差 。 镜 检 时 通常 与 惠 更 斯 目镜 配合 使 用 。 

(2) 复 消 色差 物镜。 物镜 外 党 上 标 有 “Apo” 字 样 ,除了 能 校正 红 、 蓝 、 绿 三 色光 
的 色差 外 ,还 能 校正 黄色 光 造 成 的 相差 ,通常 与 补偿 目镜 配合 使 用 。 

(3) 特种 物镜 。 在 上 述 物镜 基础 上 ,为 达到 某 些 特定 观察 效果 而 制造 的 物镜 。 
如 带 校正 环 物镜 、 带 视 场 光 闲 物镜 、 相 差 物镜 ,荧光 物镜 、 无 应 变 物镜 、 无 畦 物镜 以 及 
长 工作 距离 物镜 等 。 | 

目前 ,常用 的 物镜 还 有 : 半 复 消 色 差 物 镜 (FL) . 平 场 物镜 (Plan) . 平 场 复 消 色 差 
物镜 (Plan Apo) 、 超 平 场 物镜 (Splan) 以 及 超 平 场 复 消 色差 物镜 (Splan Apo), 

4. 目镜 

目镜 的 作用 是 把 物镜 放大 了 的 实 像 再 放大 一 次 ,并 把 物 像 映 人 观察 者 的 眼中 。 
目镜 的 绪 构 较 物 镜 简 单 ,普通 光 学 显微镜 的 目镜 通常 由 两 块 透 镜 组 成 ,上 端的 一 块 透 
错 称 " 接 目 镜 ”, 下 端的 透镜 称 “ 场 镜 ”。 上 下 透镜 之 间或 在 两 个 透镜 的 下 方 , 装 有 由 人 金 
属 制 的 环 状 光 并 ,物镜 放大 后 的 中 间 像 就 落 在 该 环 状 光 并 平面 处 ,所 以 其 上 可 安置 目 
AWAR. 

普通 光学 显微镜 常用 的 目镜 为 惠 更 斯 目镜 (Huygens eyepiece), 在 进行 科学 研 
究 时 ,可 根据 需要 选用 合适 的 目镜 ,如 补偿 目镜 (K)、 平 场 目镜 (P), 广 视 场 目镜 
(WF) 。 在 连接 数码 图 像 采集 系统 的 第 三 目镜 镜 简 中 装 有 专门 的 照相 目镜 ， 


二 、 显微镜 的 成 像 原 理 


显微镜 的 放大 是 通过 透镜 来 完成 的 , 单 透 镜 成 像 具 有 像 差 ,影响 像 质 。 由 单 透 镜 
组 合成 的 透镜 组 相当 于 一 个 凸透镜 ,其 放大 作用 更 好 。 

图 14-2 是 显微镜 的 成 像 原理 模式 图 。 图 中 L 为 物镜 ,L; 为 目镜 ,AB 为 标本 ， 
A'B' 为 物镜 放大 的 实 像 ,A"B' 为 眼睛 看 到 的 由 目镜 放大 的 虚像 ， 
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SAIDILE A 





14-2 显微镜 光学 成 像 原理 图 
三 、. 显 微 错 的 性 能 


显微镜 分 辩 能 力 的 高 低 取决 于 光学 系统 的 各 部 件 。 被 观察 的 物体 放大 后 ,能 否 
呈现 清晰 的 图 像 ,首先 取决 于 物镜 的 性 能 ,其 次 为 目镜 和 聚 光 镜 的 性 能 。 


“(一 ) 数值 孔径 CN. A) 


数值 孔径 也 叫做 镜 口 率 ( 或 开口 率 ) ,是 物镜 和 聚 光 器 的 主要 参数 ,在 物镜 和 聚 光 
器 上 都 标 有 它们 的 数值 孔径 ,是 判断 它们 性 能 的 最 重要 指标 。 数 值 孔 径 和 显微镜 的 
各 种 性 能 有 密切 的 关系 , 它 与 显微镜 的 分 辨 率 成 正比 ,与 焦 深 成 反比 ,与 镜像 亮度 的 
平方 根 成 正比 。 
数值 孔径 可 用 下 趟 表示 : 
N. A=n ¢sin(a/2) 









式 中 :n 为 物镜 与 标本 之 间 的 介质 折射 率 ;a 为 物镜 的 镜 口 角 ， 

所 谓 镜 口角 是 指 从 物镜 光 轴 上 的 物 点 发 出 的 光线 与 物镜 前 透镜 有 效 直 径 的 边缘 
所 张 的 角度 ,如 图 14-3 所 示 。 镜 口角 a 总 是 小 

Z ; 

镑 的 数值 孔径 总 是 小 于 1 ,一 般 为 0.05 一 0. 95; Yj 
油 浸 物 镜 如 用 香 柏 油 ( 折 射 率 为 1.515) 漫 没 ， [NM 
则 数值 孔径 最 大 可 接近 1. 5。 虽 然 理论 上 数值 / 
际 上 从 透镜 的 制造 技术 看 ,是 不 可 能 达到 这 一 
极限 的 。 通 常 在 实用 范围 内 ,高 级 油 浸 物镜 的 
最 大 数值 孔径 是 1. 4, 甚 至 达到 更 高 。 


于 180"。 因 为 空气 的 折射 率 为 1, 所 以 干燥 物 
孔径 的 极限 等 于 所 用 浸没 介质 的 折射 率 ,但 实 
几 种 常用 介质 的 折射 率 如 表 14-1 所 示 : 。 MM3 OR 
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表 14-1 常用 介质 的 折射 率 





介质 折射 率 对 物镜 光线 通路 的 影响 如 图 14-4 所 示 。 


A RMR TRA B 接 物镜 浸 油 系 
E 14-4 光线 通过 不 同 介 质 的 示意 图 


(=) 分 辨 率 

通常 人 们 把 眼睛 或 显微镜 所 能 分 辨 开 的 物体 上 的 两 个 点 的 最 小 距离 称 为 分 辩 
率 , 也 叫做 分 辨 本 领 或 分 辨 距离 。 正 常 条 件 下 ,人 的 眼睛 在 距 目 标 25cm 处 ,能 将 相 
FEO. 2mm 的 两 个 物体 分 辨 开 来 ,这 是 人 眼 分 辩 率 的 合理 数值 , 即 人 眼 的 分 辨 率 是 


0, 2mm, 


显微镜 的 分 辩 率 决定 于 光 的 波长 . 镜 口 率 以 及 介质 的 折射 率 , 用 公式 表示 为 ， 


0.0124 0.614A 


R= NA nsin(a/2) 





AP: 

RADARS n 为 介质 折射 率 ;a 为 镜 口角 (标本 对 物镜 镜 口 的 张 角 ) 。 

制作 光学 镜头 所 用 的 玻璃 折射 率 为 1.65 一 1.78, 所 用 介质 的 折射 率 越 接 近 玻 璃 
的 折射 率 越 好 。 由 于 镜 口 角 we 小 于 180°, Wl sin(a/2) 约 为 sin90" ,接近 于 1, 当 油 镜头 
使 用 香 柏 油 为 介质 时 为 1.515, 则 镜 口 率 nsin(a/2) 可 接近 于 1.5, 所 以 N.A 的 最 大 
(HAA. SARA Esk, TR A 为 可 见 光 的 平均 波长 约 500nm 也 代 和 人 上 式 得 ; 


pO. S12X0. 5 0, 2 Cm) 


色光 学 显微镜 的 分 辨 率 为 0. um, 
物镜 分 辨 率 的 高 低 与 成 像 是 否 清楚 有 密切 的 关系 。 目 镜 没 有 这 种 性 能 ,目镜 只 
放大 物镜 所 成 的 像 。 
(三 ) 放大 倍数 
放大 倍数 M 可 由 下 列 公 式 计 算 ， 
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AF: 

d 为 人 眼 的 分 辩 率 ;dt 为 光学 显微镜 的 分 辨 率 。 

所 以 一 般 光 学 显微镜 的 最 大 放大 倍数 通常 为 1000X 。 显 微 镜 放 大 物体 ,首先 经 
过 物镜 第 一 次 放大 成 像 ,目镜 在 明 视 距离 造成 第 二 次 放大 成 像 。 放 大 倍数 就 是 最 后 
的 像 和 原 物 体 两 者 体积 大 小 之 比例 。 因 此 ,物体 的 放大 倍数 等 于 物镜 放大 倍数 与 目 
eK TS LY) FER 

随 着 数码 技术 的 快速 发 展 ,现在 所 用 的 较 高 级 的 光学 显微镜 都 拥有 三 目镜 ,其 中 
第 三 目镜 镜 简 中 装 有 专门 的 照相 目镜 与 数码 成 像 系 统 连 接 。 由 于 照相 目镜 的 放大 信 
数 不 一 ,有 0.7X 、1X .2.5X 及 3.3X 等 ,又 由 于 数码 成 像 的 像素 不 同 , 所 以 对 采集 到 
的 数码 图 像 只 要 注 明 物镜 的 放大 倍数 或 标明 一 段 相应 的 bar 即 可 。 

(四 ) 焦 深 


在 显微镜 下 观察 一 个 标本 时 ,焦点 对 在 某 一 像 面 时 , 物 像 最 清晰 ,这 像 面 为 目的 
面 。 在 视野 内 除 目的 面 外 ,还 能 在 目的 面 的 上 面 和 下 面 看 见 模糊 的 物 像 ,这 两 个 面 之 
间 的 距离 称 为 焦 深 。 物 镜 的 焦 深 和 数值 孔径 及 放大 率 成 反比 : 即 数 值 孔径 和 放大 率 
愈 大 , 焦 深 愈 小 。 因 此 调节 油 镜 要 更 加 仔细 ,否则 容易 使 物 像 滑 过 而 找 不 到 焦 平 面 。 


四 、 显 微 镜 的 操作 及 注意 事项 


显微镜 结构 精密 ,使 用 时 必须 细心 , 须 按 以 下 操作 步骤 进行 。 
(一 ) 观察 前 的 准备 


(1) 将 显微镜 放 在 距 桌 子 边缘 约 10cm 左右 处 。 

(2) 打开 光源 ,调节 光 强 度 。 

将 10X 物镜 转 信 光路 ,将 聚 光 器 上 的 虹 彩 光圈 打开 到 最 大 位 置 ,通过 调节 电流 
旋钮 来 调节 光照 强 弱 。 

(3) 调节 光 轴 中 心 。 

显微镜 在 观察 时 ,其 光学 系统 中 的 光源 、. 聚 光 器 .物镜 和 目镜 的 光 轴 及 光 盖 的 中 
心 必须 跟 显 微 镜 的 光 轴 同 在 一 直线 上 。 带 视 场 光 阑 的 显微镜 , 先 将 光 阑 缩小 ,用 10X 
物镜 观察 ,在 视 场 内 可 见 到 视 场 光 痔 圆 球 多 边 形 的 轮廓 像 ,如 此 像 不 在 视 场 中 央 ,可 
利用 聚 光 器 外 侧 的 两 个 调整 旋钮 将 其 调 到 中 央 , 然 后 缓慢 地 将 视 场 光 阑 打开 ,能 看 到 
光束 向 视 场 周 缘 均 匀 展 开 直 至 视 场 光 阑 的 轮廓 像 完全 与 视 场 边缘 内 接 , 说 明光 线 已 
经 合 

(=) ERAR 

ee EE a AB BS SA LEH A 因为 低 倍 镜 视野 较 大 ， 易 
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于 发 现 目标 和 确定 检查 的 位 置 。 

将 标本 片 放置 在 载 物 全 上 ,用 标本 夹 夹 住 ,移动 推动 磊 , 使 被 观察 的 标本 处 在 物 
镜 正 下 方 , 转 动 粗 调 旋钮 ,使 物镜 接近 标本 ;再 在 目镜 观察 下 旋转 粗 调 旋钮 , 慢 慢 升 起 
镜 简 (或 下 降 载 物 台 ) ,直至 物 像 出 现 ; 然 后 再 旋转 细 调 旋钮 使 物 像 清晰 为 止 。 用 推动 
髓 移动 标本 片 , 找 到 合适 的 目的 像 并 将 它 移 到 视野 中 央 进 行 观察 。 

(=) BARAMA 

在 低 倍 物镜 观察 的 基础 上 转换 高 倍 物镜 。 较 好 显微镜 的 低 倍 和 高 倍 镜头 是 齐 焦 
的 ,在 正常 情况 下 ,高僧 物镜 的 转换 不 应 碰 到 载 玻 片 或 其 上 的 盖 玻 片 。 苦 使 用 不 同型 
号 的 物镜 ,在 转换 物镜 时 要 从 侧面 观察 ,避免 镜头 与 玻 片 相 撞 。 然 后 从 目镜 观察 , 调 
节 光 照 , 使 亮度 适中 ,缓慢 调节 粗 调 旋钮 ,使 载 物 台 上 升 ( 或 镜 简 下 降 ) ,直至 物 像 出 
现 , 再 用 细 调 旋钮 调 至 物 像 清晰 为 止 ,找到 需 观察 的 部 位 ,并 移 至 视野 中 央 进 行 观察 。 

(四 ) 油 镜 观 察 


100X 油 镜 的 工作 距离 ( 指 物镜 前 透镜 的 表面 与 被 检 物 体 之 间 的 距离 ) 很 短 ,一 般 
在 0.2mm 以 内 。 普 通 光学 显微镜 的 油 镜 没 有 “弹簧 装置 >, 因此 使 用 油 镜 时 要 特别 
细心 ,避免 由 于 调 焦 不 慎 而 压 碎 标本 片 并 损坏 100X 油 镜 镜头 。 

使 用 油 镜 须 按 下 列 步 又 操作 : 

(1) 将 待 检 标本 放 到 载 物 台 上 ,用 玻 片 夹 夹 住 ,依次 用 低 倍 和 高 倍 物镜 找到 待 检 
目的 物 ,将 其 移 至 视野 中 央 。 

(2) 在 玻 片 的 镜 检 部 位 滴 加 一 滴 香 柏油 ,将 物镜 转换 为 100X 的 油 镜 , 向 前 轻微 
旋转 组 调 旋 钮 至 焦 平面 ,同时 将 光圈 完全 开放 ,增加 光亮 度 。 

(3) 观察 完毕 ,降下 载 物 台 , 先 用 擦 镜 纸 拭 去 镜头 表面 的 油 , 再 取 擦 镜 纸 折 成 尖 
角 , 蕊 少许 醇 醋 混 合 液 (70% 乙 醚 30% 乙 醇 ) 或 二 围攻 (一 般 不 用 , 仅 在 没有 醇 醚 的 情 
况 下 才 用 ,用 的 量 不 能 大 ) , 擦 去 物镜 的 透镜 上 的 油渍 ( 数 次 )。 如 果 使 用 的 是 二 甲 茶 ， 
要 用 干净 擦 镜 纸 擦 去 残余 的 二 甲 芋 。 / | 

(4) 清洁 后 ,将 显微镜 各 部 分 整理 还 原 。 


五 、 相 差 显 微 镜 


荷兰 科学 家 P. Zernike 于 1932 年 发 现 相差 原理 ,并 成 功 地 运用 于 显微镜 ,并 因 
此 获 1953 年 诺 贝尔 物理 学 奖 。1941 年 ,德国 Zeiss 公司 制造 出 第 一 台 相 差 显 微 镜 
(phase contrast microscope) ,相差 显微镜 的 最 大 特点 是 可 以 观察 未 经 染色 的 标本 和 
活 细胞 。 因 细胞 各 部 细微 结构 的 折射 率 和 厚度 的 不 同 ,光波 通过 时 ,波长 和 振幅 并 不 
发 生变 化 , 仅 相 位 发 生变 化 ( 光 程 差 ) ,这 种 光 程 差 人 眼 无 法 观察 。 而 相差 显微镜 通过 
改变 这 种 相位 差 ,并 利用 光 的 衍射 和 干涉 现象 ,把 相差 变 为 振幅 差 来 观察 活 细胞 和 未 
染色 的 标本 。 NE 2E AE A DEA PA IBL BEE DX SUSE FA ARSED AR BET EDE M. 
E BARRA A RA E AD RA 9 : 
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(1) 将 直射 的 光 ( 视 野 中 背景 光 ) 与 经 物体 入 射 的 光 分 开 ，; 

(2) 增加 直射 光 与 衍射 光 的 光 程 差 , 使 两 束 光 合 轴 后 干涉 加 强 , 振 幅 增 大 或 减 
小 ,从 而 引起 强度 的 变化 。 

(一 ) 原理 和 结构 特点 

光波 有 振幅 (亮度 ) .波长 (颜色 ) 及 相位 ( 指 在 某 一 时 间 上 光 的 波动 所 能 达到 的 位 
置 ) 的 不 同 。 当 光 通 过 物体 时 ,如 波长 和 振幅 发 生变 化 ,人 们 的 眼睛 才能 观察 到 ,这 就 
是 普通 显微镜 下 能 够 观察 到 染色 标本 的 道理 。 而 活 细胞 和 未 经 染色 的 生物 标本 , 因 
细胞 各 部 微细 结构 的 折射 率 和 厚度 略 有 不 同 , 光 波 通过 时 ,波长 和 振幅 并 不 发 生变 
化 , 仅 相 位 有 变化 (相应 发 生 的 差异 即 相 差 ) ,而 这 种 微小 的 变化 ,人 有 眼 是 无 法 加 以 鉴 
别 的 , 故 在 普通 显微镜 下 难以 观察 到 。 相 差 显微镜 能 够 改变 直射 光 或 衍射 光 的 相位 ， 
把 透 过 标本 的 可 见 光 的 光 程 差 变 成 振幅 差 , 从 而 提高 了 各 种 结构 间 的 对 比 度 ,使 各 种 
结构 变 得 清晰 可 见 。 光 线 透 过 标本 后 发 生 折 射 , 偏 离 了 原来 的 光路 ,同时 被 延迟 了 
1/42 CBR) ,如 果 再 增加 或 减少 1/44, 则 光 程 差 变 为 1/2X, 两 束 光合 轴 后 干涉 加 强 ， 
振幅 增 大 或 减 小 ,提高 反差 。 在 构造 上 ,相差 显微镜 有 不 同 于 普通 光学 显微镜 两 个 特 
吻 之 处 。 因 此 可 用 以 观察 活 细胞 或 未 染色 标本 。 相 差 显 微 镜 用 环 状 光 阑 代替 可 变 光 
靖 , 用 带 相 板 的 物镜 代替 普通 物镜 ,并 带 有 一 个 调整 合 轴 用 的 望远镜 。 环 状 光 阑 是 由 
大 小 不 同 的 环 状 孔 形成 的 光 辣 ,它们 的 直径 和 和 孔 宽 是 与 不 同 的 物镜 相 匹 配 的 ,其 作用 
是 将 直射 光 所 形成 的 像 从 一 些 衍射 旁 像 中 分 出 来 ; 相 板 安装 在 物镜 的 后 焦 面 处 , 相 板 
装 有 了 吸收 光线 的 吸收 膜 和 推迟 相位 的 相位 膜 , 它 除 能 推迟 直射 光线 或 衍射 光 的 相位 
以 外 ,还 有 吸收 光 使 亮度 发 生变 化 的 作用 ; 调 轴 望远镜 是 用 来 进行 合 轴 调节 的 。 相 差 
显微镜 在 使 用 时 , 聚 光 镜 下 面 环 状 光 阑 的 中 心 与 物镜 光 轴 要 完全 在 一 直线 上 ,必须 调 
节 光 阑 的 亮 环 和 相 板 的 环 状 圈 重 合 对 齐 ,才能 发 挥 相差 显微镜 的 效能 。 否 则 直射 光 
或 本 射 光 的 光路 紊乱 ,应 被 吸收 的 光 不 能 吸收 ,该 推迟 相位 的 光波 不 能 推迟 .就 失去 
了 相差 显微镜 的 作用 。 

相差 装置 为 多 功能 系列 显微镜 中 的 附属 装置 ,与 普通 显微镜 配合 使 用 。 

(二 ) 用途 

相差 显微镜 最 适合 用 于 观察 组 织 培养 中 活 细 胞 的 形态 结构 。 活 细胞 无 色 透 明 ， 
一 般 光 镜 下 不 易 分 辨 ,相差 显微镜 的 特点 是 将 活 细胞 不 同 厚度 及 细胞 内 都 结构 对 光 
线 产 生 的 不 同 折射 作用 转换 为 光 密 度 差异 (明暗 差 ) ,使 反差 明显 ,影像 清楚 。 在 组 织 
培养 中 研究 常用 的 是 倒置 相差 显微镜 (inverted phase contrast microscope), € HJ J6 
源 和 聚 光 肯 在 载 物 台 的 上 方 , 物 镜 在 载 物 台 的 下 方 eB eB EE E 
的 活 细胞 。 


六 ,做 分 干涉 差 显 微 镜 


1952 年 , 诺 马 斯 基 (Nomarski) 在 相差 显微镜 原理 的 基础 上 发 明了 微分 干涉 差 显 
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微 镜 (differential interference contrast microscope, DIC), fF LA DIC 显微镜 又 称 
Nomarski 相 差 显微镜 (nomarki contrast microscope)。 优 点 是 能 显示 显 微 结构 的 立 
体 图 像 。 与 相差 显微镜 相 比 , 镜 检 标本 可 略 厚 一 点 ,折射 率 差 别 也 更 大 , 故 图 像 的 立 
体感 更 强 。 

DIC 显微镜 的 物理 原理 完全 不 同 于 相差 显微镜 ,技术 设计 要 复杂 得 多 。 它 包括 
四 个 特殊 的 光学 组 件 :偏振 器 (polarizer)、DIC 棱镜 、DIC 滑行 器 和 检 偏 器 (analy- 
zery。 偏 振 器 直接 装 在 聚 光 系 统 的 前 面 , 使 光线 发 生 线性 偏振 。 在 聚 光 器 中 则 安装 
了 石英 Wollaston 棱镜 , 即 DIC 棱镜 ,此 棱镜 可 将 一 束 光 分 解 成 偏振 方向 不 同 的 两 柬 
光 (z 和 y) ,二 者 成 一 小 夹 角 。 聚 光 岩 将 两 束 光 调整 成 与 显微镜 光 轴 平行 的 方向 。 
最 初 两 束 光 相位 一 致 ,在 穿 过 标本 相 邻 的 区 域 后 ,由 于 标本 的 厚度 和 折射 率 不 同 , 引 
起 了 两 束 光 发 生 了 光 程 差 。 在 物镜 的 后 焦 面 处 安装 了 第 二 个 Wollaston 棱镜 , 即 
DIC 滑行 器 , 它 把 两 束 光波 合并 成 一 束 。 这 时 两 束 光 的 偏振 面 (x 和 y) 仍 然 存 在 。 
最 后 光束 穿 过 第 二 个 偏振 装置 , 即 检 雹 器 。 在 光束 形成 和 目镜 DIC 影像 之 前 , 检 偏 器 
与 偏光 胡 的 方向 成 直角 。 检 仿 器 将 两 束 王 直 的 光波 组 合成 具有 相同 依 振 面 的 两 束 
光 , 从 而 使 二 者 发 生 干涉 。xz 和 y 波 的 光 程 差 决 定 着 透 光 的 多 少 。 光 程 差 值 为 0 时 ， 
没有 光 穿 过 检 偶 名 * 光 程 差 什 等 于 波长 一 半 时 , 穿 过 的 光 达 到 最 大 值 。 于 是 在 灰色 的 
背景 上 ,标本 结构 呈现 出 亮 暗 差 。 为 了 使 图 像 的 反差 达到 最 佳 状 态 , 可 通过 调节 DIC 
滑行 器 的 纵 行 微调 来 改变 光 程 差 , 光 程 差 可 改变 影像 的 亮度 。 调节 DIC H 1T ae AT 
fy AS EY Aa ok 25 FS) Se BE TE BY OA BY) Te R HP Fe ST — a KO 
标本 的 人 为 三 维 立体 感 ,类 似 大 理 石上 的 浮雕 。 

DIC 显微镜 对 未 染色 的 细胞 结构 ,特别 是 一 些 较 大 的 细胞 器 ,如 核 、 线 粒 体 等 ,成 
像 立 体感 特别 强 ,适合 于 显 微 操 作 。 目 前 ,基因 注 人 、 核 移植 .转基因 等 的 显 微 操 作 常 
在 这 种 显微镜 下 进行 。 


七 、 暗 视野 显微镜 


暗 视 野 显 微 镜 (dark-field microscope) 主要 用 于 观察 因 反 差 或 分 辨 力 不 足 的 微 
小 颗粒 。 此 种 显微镜 有 一 个 暗 视 野 集 光 器 ,使 光线 不 直接 进入 物 境 , 故 呈 暗 视野 。 而 
标本 内 的 小 颗粒 产生 的 咎 射 光 或 散射 光 进 入 物镜 , 暗 视 野 中 的 颗粒 呈 明 亮 小 点 ,如 同 
在 暗室 可 见 一 束 光线 中 的 微小 侍 粒 一 般 。 普 通 光 镜 最 大 分 辩 率 为 0. 2um, OE E 
1 He WU BT 4p BE 0. 004 ~0. 2km 的 微粒 ,适用 于 观察 细胞 内 线粒体 运动 及 标本 中 细菌 
等 微粒 的 运动 等 。 


第 二 节 生物 菊 光 显微镜 


Wood 在 1903 年 设计 了 一 PRB CHT A 光 和 人 允许 紫外 交通 过 的 滤 片 。 在 此 基 
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础 上 ,Reichert Æ 1911 年 设计 了 第 一 台 菊 光 显微镜 。 以 后 ,由 于 严 光 染色 方法 和 次 
光 装 置 的 改进 ,特别 是 奕 光 抗体 技术 的 建立 及 激发 光源 和 滤 片 系统 的 发 展 , 使 严 光 显 
微 镜 技术 在 细胞 学 .微生物 学 .免疫 学 等 方面 得 到 了 广 沁 地 应 用 。 

由 于 有 些 物质 (标本 ) 被 紫外 光 或 可 见 光 照射 (激发 ) 后 ,能 发 出 比 原 来 照射 ( 油 
发 ) 光 线 波长 更 长 的 新 光线 ,这 种 特性 被 称 之 为 荧光 特性 。 能 够 观察 到 物质 严 光 特性 
的 显微镜 就 称 之 为 荧光 显微镜 。 生 物 荧光 显微镜 与 普通 显微镜 不 同 , 它 不 仅 能 进行 
普通 透射 光 的 明 场 观 察 , 还 能 进行 落 射 光 的 艾 光 观察 。 

灾 光 显微镜 和 普通 显微镜 的 区 别 : 

(1) 数值 孔径 大 于 普通 物镜 ,因为 痰 光 很 弱 , 数 值 孔 径 大 了 才能 便于 观察 ,分 辨 
率 噩 于 普通 显微镜 ; 

(2) 照明 方式 通常 为 落 射 式 , 即 光源 通过 物镜 投射 于 样品 上 ; 

(3) 光源 通常 为 来 灯 , 可 提供 全 波段 的 激发 光 ; 

(4) 有 两 个 特殊 的 滤 光 片 ,光源 前 的 用 以 滤 除 可 见 光 ,目镜 和 物镜 之 间 的 用 于 滤 
除 紫 外 线 ,以 保护 人 的 眼睛 。 

细胞 中 有 些 物 质 , 如 叶绿素 等 , 受 紫 外 线 照 射 后 可 自发 次 光 ; 男 有 一 些 物质 本 身 
昌 不 能 发 严 光 ,但 如 果 用 艾 光 染料 或 荧光 抗体 染色 后 ,经 特定 波长 的 激发 光照 射 亦 可 
发 灾 光 , 严 光 显微镜 就 是 对 这 类 物质 进行 定性 和 定量 研究 的 工具 之 一 ， 

20 世纪 90 年 代 末 以 来 ,荧光 显微镜 的 设计 和 制作 又 有 了 很 大 的 发 展 ,其 发 展 趋 
势 主 要 表现 在 ,注重 实用 性 和 多 功能 方面 的 改进 。 在 装配 设计 上 趋 于 采用 组 合 方式 ， 
集 普通 光 镜 加 相差 \ 严 光 、 暗 视野 、DIC、 数 人 码 图 像 采 集 系 统 装 置 于 一 体 ( 如 图 14-5 所 
示 ), 从 而 使 其 功能 更 齐全 ,适用 范围 更 广泛 。 





图 14-5 带 有 数码 采集 系统 的 荧光 显微镜 
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一 ` 灾 光 显 微 错 的 分 类 及 主要 组 成 部 分 


(一 ) 荧光 显微镜 的 分 类 

1. 按照 明 方 式 分 

按照 明 方 式 分 为 落 射 ( 反 射 ) 艾 光 显 微 镜 和 透射 艾 光 显微镜 。 

2. 按 结构 形式 分 

按 结构 形式 分 为 正 置式 荧光 显微镜 和 倒置 式 荧光 显微镜 。 

C) 正 置 灾 光 显 微 镜 :可 满足 样品 制 成 薄片 后 的 观察 方式 。 除 可 作 可 见 光 观察 
Dh ys BY PE RE EINE 

(2) MEOE SE PE OR ESE ORE RNY 
镜 与 照明 系统 颠倒 ,前 者 在 载 物 台 之 下 ,后 者 在 载 物 台 之 上 。 宽 大 的 载 物 台 使 它 能 胜 
任 各 种 活 细胞 应 用 实验 ,用 于 培养 的 活 细胞 的 观察 。 

(二 ) RIED RR EEA RB 

荧光 生物 显微镜 主要 由 由 四 部 分 构成 

1. 照明 系统 

ELIA ART A AAT PI RRA o pi RAT EY HEM RIT A ARR KE 
外 到 红外 ) 的 光 , 提 供 激发 光 光源 。 


35 汞 灯 由 石英 玻璃 制作 ,中 间 呈 
30 球形 ,内 充 一 定数 量 的 未 ,工作 时 由 
相 25 | 两 个 电极 间 放 电 , 引 起 水 银 蒸 发 , 球 


对 20 


度 15 
10 
5 


内 气压 迅速 升 蜗 ,经 过 5 一 15min， 

当 水 银 完 全 燕 发 时 ,可 达 50 一 70 个 

标准 大 气压 ,此 时 达到 最 高 亮度 形 

300 400 500 Goo 波长 (nm) ”成 稳定 工作 状态 。 高 压 求 灯 的 发 光 

B 是 电极 间 放 电 使 水 银 分 子 不 断 解 离 

图 14-6 FARMAMOR EEE 和 还 原 过 程 中 发 射 光量 子 的 结果 。 

未 灯 发 射 光 谱 的 波长 范围 在 200~ 

600nm 之 间 。 在 365 和 435nm 有 了 两 个 主峰 (如 图 14-6 Pr AN)» AEA RIED 
因此 被 区 光 显 微 镜 普 遍 采 用 。 

高 压 汞 灯 启 动 时 需要 高 压 ,局 动 后 的 维持 工作 电压 一 般 为 50 一 60V ,工作 电流 约 
1A £h. SUR ABARAT CVSH103), 它 的 平均 寿命 约 为 300h。 灯 泡 在 使 用 过 程 中 ， 
其 光 效 是 逐渐 降低 的 。 点 燃 汞 灯 后 不 可 立即 关闭 ,以 免 水 银 蒸发 不 完全 而 损坏 电极 ， 
一 般 工 作 一 次 最 少 为 15 一 20min。 灯 熄灭 后 要 等 待 30min, 完 全 冷却 后 才能 重新 
局 动 。 

汞 灯 由 专门 的 电源 控制 器 控制 。 
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2. 滤 光 片 系统 

滤 光 片 系统 是 严 光 显微镜 的 重要 组 成 部 分 ,各 厂家 的 荧光 显微镜 使 用 的 滤 片 型 
号 名 称 都 不 一 样 。 

激发 光 滤 片 (Excitation filter) :其 允许 透 过 所 需 波 长 的 光线 用 以 照明 (激发 ) 样 
品 中 的 灾 光 物质 ,同时 阻挡 其 他 无 关 波 长 的 光线 。 

BH BT HE IG Fr (Barrier filter) :又 称 吸收 滤 片 ,其 允许 透 过 所 需 波长 的 荧光 ,同时 阻 
挡 挥 激 上 友 光 和 灾 光 中 与 观察 无 关 的 其 他 波长 的 菊 光 ,并 吸收 视野 中 残余 的 激发 光 ,以 
保护 眼睛 。 

分 光 镜 :分 光 镜 上 镀 的 是 一 层 铝 而 不 是 一 层 银 , 因 为 铝 对 紫外 光 和 可 见 光 的 蓝 紫 
色 吸 收 很 少 ,反射 率 达 90% 以 上 ,而 银 的 反射 只 有 70%。 分 光 镜 可 折射 激发 光 并 让 

隐 热 滤 片 :能 吸收 热量 ,保护 其 他 光学 附件 。 

中 性 滤 光 片 :可 不 同 程度 地 吸收 可 见 光 ,减弱 光 强 度 。 

落 射 光 装 置 : 新 型 的 落 射 光 装 置 是 将 从 光源 来 的 光 射 到 干涉 分 光 滤 镜 后 ,波长 短 
的 部 分 (紫外 和 紫 蓝 ) 由 于 滤 镜 上 镀膜 的 性 质 而 反射 , 当 滤 镜 对 向 光源 呈 45 "倾斜 时 ， 
则 垂直 射 向 物镜 ,经 物镜 射 问 标本 ,使 标本 受到 激发 ,这 时 物镜 直接 起 聚 光 器 的 作用 。 
同时 ,波长 长 的 部 分 ( 绿 、 黄 、 红 等 ) 对 滤 镜 是 可 透 的 ,因此 不 向 物镜 方向 反射 , 滤 镜 起 
了 激发 滤 板 的 作用 。 由 于 标本 的 荧光 处 在 可 见 光 长 波 区 ,可 透 过 滤 镜 到 达 目 镜 而 被 
观察 到 , 菊 光 图 像 的 亮度 随 着 放大 倍数 增 大 而 提高 ,在 高 放大 时 比 透 射 光 源 强 。 它 除 
具有 透射 式 光 源 的 功能 外 ,更 适用 于 不 透明 及 半 透 明 标 本 ,如 厚 片 、 滤 膜 . 菌 落 .组 织 
培养 标本 等 的 直接 观察 。 近 年 研制 的 新 型 荧光 显微镜 多 采用 落 射 光 装 置 , 称 之 为 落 
StS IG Se AR A 

3. 光学 放大 系统 

由 物镜 和 目镜 组 成 ,是 显微镜 的 主体 , 均 采 用 特殊 的 光学 材料 (石英 ) ,防止 吸收 

繁 外 光线 。 为 了 消除 球 差 和 色差 ,目镜 和 物镜 都 由 复杂 的 透镜 组 的 构成 。 

目镜 :在 目前 使 用 的 研究 型 荧光 显微镜 多 用 三 简 目 镜 。 前 两 简 目 镜 用 于 人 有 眼 观 
察 ,目镜 的 规格 为 10X 。 第 三 简 目 镜 与 数码 成 像 系统 连接 ,该 目镜 的 规格 有 IX, 
2.5 X M 3.3X, 

物镜 :各 种 物镜 均 可 应 用 ,但 最 好 用 消 色差 的 物镜 , 因 其 自体 荧光 极 微 且 透 光 性 
能 (波长 范围 ) 适 合 于 荧光 。 由 于 图 像 在 显 微 视野 中 的 荧光 亮度 与 物镜 镜 口 率 的 平方 
成 正比 ,而 与 其 放大 倍数 成 反比 ,所 以 为 了 提高 荧光 图 像 的 亮度 ,应 使 用 镜 口 率 大 的 
物镜 。 物 镜 镜 头 的 规格 有 4X、10X .20X 40 X .63X 及 100X, | 

案 光 镜 : 专 为 灾 光 显微镜 设计 制作 的 聚 光 器 是 用 石英 玻璃 或 其 他 透 紫外 光 的 玻 
璃 制 成 。 分 明 视 野 聚 光 器 和 暗 视 野 聚 光 器 两 种 ,还 有 相差 荧光 聚 光 器 。 

D 明 视 野 案 光 器 。 在 一 般 荧光 显微镜 上 多 用 明 视 野 聚 光 器 , 它 具有 聚 光 力 强 、 
使 用 方便 等 特点 ,特别 适 于 低 、. 中 倍 放 大 的 标本 观察 。 
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(2) 暗 视野 从 光 器 。 暗 视野 聚 光 兹 在 荧光 显微镜 中 的 应 用 日 益 广泛 。 因 为 激发 
光 不 直接 进入 物镜 ,可 以 使 用 薄 的 激发 滤 板 ,增强 激发 光 的 强度 。 压 制 滤 板 也 可 以 很 
薄 , 因 紫外 光 激 发 时 ,可 用 无 色 滤 板 ( 不 透 过 紫外 ) 而 仍然 产生 黑暗 的 背景 ,从 而 增加 
了 荧光 图 像 的 亮度 和 反衬 度 ,提高 了 图 像 的 质量 ,观察 舒适 ,可 能 发 现 亮 视 野 难以 分 
PE AI AH it Be TE UAL o 

4, 镜 架 机 械 装 置 

用 于 固定 材料 和 观察 方便 。 

实际 使 用 的 奖 光 显微镜 ,还 有 许多 附加 机 构 , 以 使 菊 光 观察 得 以 实现 。 除 选择 和 
分 离 特 定 波长 光线 的 滤 色 镜 和 照明 光源 外 ,其 显 微 成 像 原理 与 普通 显微镜 大 同 小 异 。 


二 、 诡 光 显微镜 落 射 式 照明 原理 


(一 ) 落 射 (反射 ) 荧 光 显 微 镜 的 光路 
落 射 炙 光 显微镜 光路 如 图 14-7 Pro. 


CiD 目镜 
| 
限 挡 滤 色 镜 COT 
激发 滤 色 镜 RE i 
IZ | A @ 
分 光 镜 F y [光源 
| 
HD yg 一 > 激发 光 
| -- 一 一 一 发 射 光 
标本 [一 


图 14-7 荧光 光路 示意 图 


(二 ) 工作 原理 


交 光 显微镜 中 的 滤 色 镜 系 统 模块 是 核心 部 件 , 它 由 激发 滤 色 镜 、 一 色 回 镜 ( 分 光 
镜 ) 和 阻挡 滤 色 镜 按 不 同 的 波长 要 求 , 组 合成 滤 色 镜 系 统 模块 。 

由 高 压 汞 灯 发 出 的 全 波段 光 通 过 激发 滤 色 片 形成 特定 波长 的 激发 光 , 再 由 分 光 
镜 反 射 到 物镜 上 ,物镜 将 其 汇聚 照射 到 标本 上 ,标本 受 其 照射 (激发 ) 产 生 诡 光 。 标 本 
发 出 的 部 分 严 光 和 未 被 标本 吸收 的 激发 光 通过 物镜 回 到 分 光 镜 ,分 光 镜 反射 掉 大 部 
分 剩余 激发 光 ,而 让 奖 光 和 少许 激发 光 通 过 ,并 到 达 阻 挡 滤 色 镜 上 。 阻 挡 滤 色 镜 透 过 
所 需 波长 的 荧光 ,阻挡 掉 激 发 光 和 其 他 波段 的 荧光 。 
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TE TE BEAR UR IRD , OD 6 Ba e 8 6 Be. RM 45 角 时 ,对 
波长 在 激发 波 区 的 光 有 很 高 的 反射 率 , 而 对 波长 在 荧光 波 区 的 光 又 有 很 高 的 透 过 率 。 

换言之 ,分 光 镜 对 短波 的 激发 光 而 言 , 它 是 反射 镜 , 对 标本 上 被 激发 出 来 的 菊 光 
而 言 , 它 是 透 光 镜 。 

(=) RIB RK 

KM RK JERII AY IR ET EAI Be PB ER BB ASL! 
的 物镜 ,物镜 的 玻璃 采用 石英 材料 。 油 镜 要 使 用 无 荧光 油 , 避 免 混合 不 同 来 源 的 油 ， 
否则 会 导致 信号 模糊 不 清 或 遮蔽 ， 


| 


\ 灾 光 显 微 镜 的 基本 操作 及 注意 事项 


(一 ) 基本 操作 步骤 
(1) ee ROP PS 
(2) TT FPARAT BY) HEU Pe tll FA FE 
(3) 插入 Shutter, 中 断 光 路 ; 
(4) 预 热 5 一 10min 后 ,可 进行 观察 ; 
(5) 将 载 有 样品 的 载 薄片 放 到 载 物 台 上 
(6) 使 用 三 目 观察 简 时 将 观察 简 的 光路 选择 拉杆 推进 “ 双 简 目镜 100%”; 
(7) HERR DR ; 
(8) 旋转 分 光 镜 组 件 转盘 ,选择 所 需要 的 分 光 镜 的 组 件 : 
“0 ;观察 透射 光 时 用 | 
WU: 观 察 蓝 色 荧光 时 用 ,例如 DAPI 
WB: 观 察 绿色 荧光 时 用 ,例如 FITC 
WG: 观 察 红 色 效 光 时 用 ,例如 Rhodamine; 
(9) 使 用 阻挡 滤 光 片 ; 
(10) 通过 粗 . 4H BR ie ,调整 焦距 ; 
(11) 打开 与 显微镜 连接 的 计算 机 ,点 击 数码 成 像 系统 软件 ,采集 数码 图 像 。 
(二 ) 注意 事项 
(1) 因 观 察 菊 光 使 用 的 是 高 压 未 灯 , 高 压 素 灯 发 出 的 光 中 含 紫 外 光 , 对 人 有 眼 有 损 
害 作 用 , 故 必须 安装 紫外 防护 单 。 
(2) 在 来 灯 接 通 时 或 关上 10min 以 内 不 要 打开 灯 室 , 因 灯 室内 部 的 温度 很 高 ,如 
采 碰 到 的 话 , 会 引起 烧伤 。 
(3) 为 避免 织 短 冬 灯 的 寿命 ,点 燃 冬 灯 后 不 可 立即 关闭 ,以免 水 银 藻 发 不 完全 而 
损坏 电极 ,一 般 需 要 等 15min 后 才能 关闭 。 
(4) 汞 灯 炸 灭 后 要 等 完全 冷却 后 才能 重新 启动 。 否 则 , 灯 内 有 汞 花 气 尚未 恢复 到 
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液态 ,内 阻 极 小 , 青 次 施加 电压 ,无 疑 将 造成 短路 ,引起 录 灯 爆炸 。 这 将 损坏 电器 , 同 
时 使 未 蒸气 溢出 ,导致 工作 室 污染 。 故 关闭 冬 灯 之 后 ,不 能 马上 又 开 , 必 须 等 符 
30min, 

(5) 高 压 未 灯 散 发 大 量 的 热 。 因 此 , 灯 室 必须 有 和 良好 的 散热 条 件 , 工 作 环境 温度 
不 宜 太 高 。 

(6) 汞 灯 的 寿命 约 300h ,在 电源 控制 箱 上 有 时 间 累 计 计 数 器 ,使 用 荧光 显微镜 
的 人 要 记录 累计 小 时 数 ,达到 300h 时 , 须 更 换 一 个 新 灯泡 ,否则 亮度 不 够 。 

C=) 诡 光 显微镜 标本 制作 要 求 

1. RK A 

载 玻 片 厚度 应 在 0. 8~1. 2mm 之 间 , 太 厚 的 玻 片 一 方面 光 吸 收 多 , 另 一 方面 不 
能 使 激发 光 在 标本 上 聚集 。 BR DAG FES, AAR AREN. 有 时 需 用 
石英 玻璃 载 玻 片 。 

2. 盖 玻 片 

MR H ARH 0. 17mm, 光 洁 。 为 了 加 强 激 发 光 , 也 可 用 干涉 盖 玻 片 , 这 种 特 
制 的 盖 玻 片 表面 镀 有 若干 层 对 不 同 波长 的 光 起 不 同 干涉 作用 的 物质 (如 所 化 镁 ), 它 
可 以 使 奖 光 顺利 通过 ,而 反射 激发 光 , 这 种 反射 的 激发 光 可 激发 标本 。 

3. 标本 

组 织 切 片 或 其 他 标本 不 能 太 厚 ,否则 细胞 重 普 ,影响 判断 。 

4. 封 片 齐 

封 片 剂 必须 无 自发 荧光 ,无 色 透 明 , 现 常用 含 抗 治 灭 剂 (anti-fade) 的 封 片 剂 ( 见 
本 书 第 二 章 第 四 节 相 关内 容 )。 加 上 封 片 剂 后 , 盖 上 羡 玻 片 ,再 用 指甲 油 ( 实 际 操作 中 
发 现 美宝莲 牌 指甲 油封 厂 效 果 好 ,可 做 到 薄 而 均匀 ) 将 盖 玻 片 四 周 封 固 , 这 样 即 可 保 
持 盖 玻 片 不 滑动 ,又 可 保持 封 片 剂 不 被 蒸发 。 在 没有 抗 淳 灭 剂 的 情况 下 ,可 使 用 
30% 的 PB 甘油 ,因为 甘油 无 自发 葡 光 。 还 可 用 甘油 和 0. Smol/L pH 为 9.0~9.5 的 
碳酸 盐 缓 冲 液 的 等 量 混 合 液 作 封 片 剂 。 

注意 : 封 片 剂 绝 不 能 用 二 甲 茶 ,因为 二 甲苯 能 自发 荧光 。 

5. 镜 油 | 

用 油 镜 观 察 标 本 时 ,必须 使 用 镜 油 ,最 好 使 用 特制 的 无 荧光 镜 油 。 

6. 镜头 的 清洁 

在 油 镜 使 用 完毕 后 , 需 用 擦 镜 纸 沾 上 3 : 7 的 醇 醚 混合 液 轻 轻 擦拭 。 

7, 及 时 观察 

标本 染色 后 应 及 时 观察 , 因 时 间 久 了 荧光 会 逐渐 减弱 。 若 标本 放 在 聚 乙 烯 塑 料 
” 袋 中 4 信保 存 ,可 延缓 荧光 减弱 时 间 ， 

8. 荧光 亮度 的 判断 标准 

一 般 分 为 四 级 , 即 “ 一 ”一 一 无 或 可 见 微弱 荧光 ;“ 十 ”一 一 仅 能 见 明确 可 见 的 荧 
光 ;“ 十 十 ” ;“ 十 十 十 ” FY Ye OA RE 
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(四 ) 荧光 图 像 的 记录 方法 

荧光 显微镜 所 看 到 的 荧光 图 像 , 一 是 具有 形态 学 特征 ,二 是 具有 荧光 的 颜色 和 党 
度 , 在 判断 结果 时 ,必须 将 二 者 结合 起 来 综合 判断 。 随 着 计算 机 技术 与 数码 技术 的 发 
展 , 研 究 型 荧光 显微镜 都 与 计算 机 连接 , 装 有 数码 成 像 系统 ,点 击 数码 成 像 系统 软件 ， 
即 可 采集 数码 图 像 。 

CE) 荧光 显微镜 的 维护 和 保养 

1. ERAR BCAA SRY CHELAN SFR 

为 防止 触电 及 损坏 仪器 ,在 安装 仪器 、 接 拆 电 缆 或 更 换 灯 泡 之 前 ,务必 关闭 显 微 
锐 上 的 电源 开关 并 拨 掉 电源 线 。 

2. 勿 使 仪器 受潮 

显微镜 受潮 ,可 能 会 导致 电路 短路 从 而 损坏 仪器 或 发 生 危 险 。 如 果 不 小 心 将 液 
体 溅 到 仪器 上 ,请 立即 关闭 电源 开关 并 拔 掉 电源 线 , 然 后 用 一 块 干 布 模 干 。 如 有 液体 
进 到 仪器 里 面 ,请 立即 停止 使 用 并 与 专业 工程 师 联系 。 

3. 清洁 滤 光 片 及 透镜 

用 使 透镜 或 滤 光 片 泪 上 灰尘 、 指 纹 等 。 透 镜 、 滤 光 片 等 上 面 的 污 迹 会 对 图 像 产生 
不 展 影响。 如 有 果 透 镜 和 滤 光 片 污染 ,请 按 下 述 方法 予以 清洁 。 

(D 用 吹 球 吹 去 灰尘 ,如 不 行 , 可 用 软 刷 或 纱布 轻 轻 将 大 和 尘 擦 去 。 

(2) 如 果 透 镜 或 滤 光 片上 有 指纹 或 油脂 ,可 用 一 块 沾 有 适量 3 : 7 的 醇 醚 混合 液 
的 探 镜 纸 或 绸 布 擦拭 , 氛 镜 纸 或 绸 布 一 个 地 方 只 能 用 来 擦拭 一 次 ,而 不 能 做 两 次 或 两 
次 以 上 的 擦拭 ，。 : 

4, 保管 

显微镜 应 存放 在 干燥 .通风 ,温度 适宜 的 环境 ,避免 透镜 发 睡 。 对 暂时 不 用 的 物 
镜 .目镜 . 滤 光 块 等 存放 在 干燥 箱 或 备 有 干燥 剂 的 容器 里 。 

5. 定期 检查 

为 保持 最 佳 的 操作 性 能 , 需 对 仪器 进行 定期 检查 。 

其 他 部 位 的 清洁 :用 中 性 去 污 剂 擦拭 ,避免 用 有 机 溶剂 。 


PZP ”细胞 遗传 工作 站 


一 ,细胞 遗传 工作 站 的 组 成 


细胞 遗传 工作 站 通常 由 以 下 几 部 分 组 成 :研究 级 正 置 荧光 显微镜 、 高 分 辨 率 
CCD、 系 统 控 制 软件 和 应 用 软件 。 现 以 由 一 台 ZEISS Axioskop 2 plus FEX HEM 
镜 一 个 长 时 间 上 曝光 (long time exposure) 的 META 摄像 头 和 一 台 用 来 燥 作 的 计算 
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机 组 成 ,并 附 市 有 原 位 图 像 系 统 (isis) 操 作 软 件 和 染色 体 核 型 系统 (ikaros) 操 作 软 件 
的 细胞 遗传 工作 站 为 例 (如 图 14-8 所 示 ) ,介绍 细胞 遗传 工作 站 的 原理 及 使 用 方法 。 





图 14-8 细胞 遗传 工作 站 


二 、 细 胞 遗传 工作 站 的 应 用 


(1) 对 严 光 染色 或 严 光 标记 的 生物 样品 进行 核 内 观察 和 分 析 ; 
(2) 对 灭 光 标记 的 染色 体 进 行 观察 和 分 析 ; 
(3) 建立 染色 体 核 型 排队 和 分 析 。 


三 、 细 胞 遗传 工作 站 的 工作 原理 


细胞 遗传 工作 站 的 严 光 显微镜 部 分 的 工作 原理 同 生 物 欧 光 显 微 镜 ( 见 本 章 第 二 
T), 它 与 一 般 生 物 严 光 显 微 镜 不 同 的 是 拥有 一 个 100 关 的 油 镜头 ,可 以 观察 染色 体 
和 细胞 核 内 的 其 他 细节 , 故 一 般 不 用 作 篆 规 观 测 ,而 只 用 于 高 级 观测 。 细 胞 遗传 工作 
站 配置 的 isis 和 ikaros 两 个 操作 软件 功能 十 分 强大 。 


四 .基本 操作 


(一 ) 葡 光 显微镜 的 基本 操作 步骤 
(1) 打开 来 灯 的 电源 控制 箱 开 关 ; 
(2) 插入 Shutter, PAPER ; 

(3) 预 热 5 一 10min 后 ,可 进行 观察 ; 
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(4) 将 载 有 样品 的 载 玻 片 放 到 载 物 台 上 

(5) 旋转 分 光 镜 组 件 转盘 ,选择 所 需要 的 分 光 镜 的 组 件 ; 

(6) 选择 10X 接 物镜 ; 

(7) 使 用 三 目 观察 简 ,将 光路 选择 拉杆 拉 出 ; 

(8) 通过 粗 、 细 螺旋 的 调整 , 找 准 焦 平 面 ; 

(9) 在 样品 的 盖 玻 片上 滴 一 滴 镜 油 , 转 人 100x TH BE BES ; 

(10) 通过 调整 细 螺 许 ,寻找 焦 平面 ; 

d1) 点 击 成 像 系统 软件 ,采集 数码 图 像 。 

(二 ) isis 的 基本 操作 

1. 开始 | 

打开 计算 机 ,移动 鼠标 至 计算 机 桌面 的 isis(in site image system) Air, Mit B 
标 左 键 ,启动 isis BAP. isis 程序 屏幕 显示 分 成 图 像 区 域 、. 命令 按钮 和 数据 /状态 
K IR. 

在 事件 名 区 域 点 击 鼠 标 左 键 , 输 入 事件 名 i A EARRA. AAR 
标 中 键 ,从 数据 库 载 人 或 退出 一 个 已 有 的 事件 。 图 像 编 号 将 被 自动 插入 至 图 像 号 
区 域 。 

2. 图 像 采 集 

点 击 屏幕 右 下 角 相 应 的 “实验 ”按钮 ,选择 一 个 实验 类 型 。 实 验 类 型 将 决定 一 个 
新 的 图 像 采 集 顺 序 , 如 “BG”( 为 蓝 一 绿 ) 可 采集 被 DAIP Al FITC 双 染 的 颜色 ,同样 ， 
“BGR”? 为 采集 从 蓝 一 绿 一 红 的 颜色 通道 。 

要 按 顺 序 采 集 所 有 的 颜色 通道 ,点击 屏幕 右上 角 的 光谱" 符号。 移动 鼠标 指针 
到 命令 按钮 图像 采集 ”上 ,按照 标 左 键 激 活该 功能 。 在 计算 机 屏幕 上 ,可 以 见 到 一 个 
颜色 通道 的 实时 图 像 , 该 实时 图 像 可 被 用 来 对 焦 和 将 观察 的 对 象 放置 于 显示 中 央 。 

通常 ,程序 的 自动 整 和 会 给 出 最 好 的 结果 。 可 以 通过 按键 盘 “A” 键 激活 或 去 激 
活 自动 功能 。 当 自动 被 激活 ,将 显示 一 个 日 色 的 “A”。 | 

点 击 鼠 标 右键 (或 按 “Enter”) , 便 开 始 图 像 采集 工序 ,isis 将 自动 决定 优化 的 整 
合 时 间 。 根 据 所 使 用 的 显微镜 类 型 ,isis 可 以 自动 控制 滤 色 片 的 转换 ,或 等 得 手动 转 
换 滤 色 片 。 若 显微镜 是 手动 转换 ,必须 在 转换 滤 色 片 后 , 按 鼠 标 右键 或 按 Enter” $, 
处 理 后 续 的 颜色 通道 。 

如 果 图 像 包 含有 过 度 的 染色 或 不 需 的 对 象 , 如 细胞 核 或 细胞 碎片 ,可 以 使 用 
“Up” 和 “Down” 篆 头 键 ,调节 自动 整 和 时 间 标 量 和 矩形 。 通 过 减 小 该 标量 和 矩形 ,可 以 从 
计算 整 和 时 间 去 除 这 些 对 象 , 以 获得 比较 好 的 图 像 质量 。 标 量 矩 形 的 大 小 不 影 啊 图 
像 采 集 的 大 小 。 

3. 图 像 处 理 

在 所 有 的 颜色 通道 采集 完 后 ,isis 将 自动 在 屏幕 上 显示 合成 的 图 像 ( 或 其 中 的 第 
一 个 图 像 视 野 ) 。 可 以 利用 屏幕 右 侧 的 命令 按钮 来 改善 图 像 的 质量 。 按 思 标 左 键 激 
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活 一 个 命令 按钮 , 按 鼠 标 右键 终止 功能 。 每 一 个 处 理 步 又 都 可 以 在 任何 时 候 通过 键 
和 “Backspace” 键 撤销 。 | 

d) 去 除 背 景 。 通 过 调节 “ 阀 值 下 限 ”, 可 以 降低 背景 和 非特 异性 信号 ,所 有 低 于 
. 赣 值 下 限 强 度 的 信和 号 显示 成 黑色 。 

自动 :通过 点 击 “ 光 谱 ” 符 号 选择 所 有 颜色 通道 ,然后 按 “L”( 阐 值 下 限 )， 

Fa: ACA “SCR AS JARS Be PRR’ fr SPE. isis 将 转 到 第 一 个 颜 
fi IH. ZARAR. ARRERA A. BAF PR ER AH BO (RRR 
强度 分 布 的 图 ) 中 突出 显示 。 另 外 , 整 和 时 间 也 被 显示 在 直方 图 中 。 

在 将 一 个 颜色 通道 设置 好 优化 的 阐 值 下 限 后 , 按 鼠 标 右键 转 到 下 一 个 颜色 通道 
在 完成 最 后 的 颜色 通道 选择 后 ,isis 将 自动 结束 功能 。 

(2) 优化 对 比 度 。 图 像 对 比 度 的 调节 可 以 通过 “ 阀 值 上 限 ” 命 令 进 行 。 像 设置 阔 
值 下 限 一 样 ,isis 提供 了 自动 和 手动 的 模式 。 

自动 :通过 点 击 “ 光 谱 ” 符 号 选择 所 有 颜色 通道 ,然后 按 “U”( 贱 值 上 限 )。 

FO: BoM hte FS AIR“ BEER a SHR. isis 将 转 到 第 一 个 颜 
色 通 道 。 左 右 移 动 鼠 标 , 可 以 减低 或 增加 对 比 度 。 阔 值 上 限 应 该 被 增加 到 红色 小 点 
出 现 ( 回 左 移动 鼠标 ), 这 些小 点 标志 饱和 像素 。 

根据 应 用 的 要 求 , 可 以 用 不 同方 式 处 理 对 比 度 。 对 于 染色 体 , 在 衬 染 的 颜色 通道 
中 ,着 丝 点 可 显示 出 饱和 色彩 ,同时 ,染色 体 上 的 其 他 着 色 通 道 可 被 调节 成 能 看 见 有 
少量 红色 的 像素 。 如 果 对 局 部 (单独 部 位 ) 杂 交 信 和 号 感 兴趣 , 则 可 以 饱和 这 些 信 号 ,以 
便于 杂交 点 记 数 。 

(3) 像 农 瀑 移 校正 。 利 用 不 同 滤 色 片 组 采集 的 诡 光 图 像 可 能 会 造成 像素 点 的 漂 
移 。 这 将 造成 各 种 颜色 通道 不 能 配合 。 可 以 在 isis 的 “颜色 位 置 补正 ”功能 中 ,利用 
自动 或 手动 模式 进行 校正 。 

自动 :点 击 “光谱 ”符号 选择 所 有 的 颜色 通道 ,点 击 “ 颜 色 位 置 补正 ”命令 按钮 ,并 
按 下 *A”( 分 配 )。 
| 手动 :首先 ,点 击 “ 光 谱 ” 符 号 ， 然后 点 击 “ 颜 色 位 置 补正 ”命令 按钮 。isis 将 转换 

至 第 一 个 颜色 通道 。 AL FAAN SK ERE FE E PAT Ar ES SOTE O E E E e, 以 便 
配合 其 他 信号 。 按 下 鼠标 右键 ,转换 至 下 一 个 颜色 通道 。 

(4) 显示 个 别 颜色 。 对 于 FISH 图 像 分 析 , 个 别 颜色 通道 显示 使 功能 会 有 些 帮 
助 。 点 击 “ 光 谱 ” 符 号 或 一 个 特定 的 颜色 通道 ,并 用 鼠标 左 键 点 击 “ 个 别 颜 色 ” 命 令 按 
钮 ,能 激活 该 功能 。 点 击 鼠 标 右 键 , 能 转换 至 下 一 个 颜色 通道 或 离开 此 功能 。 

(5) 亮度 。 对 于 一 些 样品 来 说 ,如 果 仅 调整 显示 在 屏幕 上 或 打印 输出 的 颜色 训 
度 ,而 不 去 改变 原始 图 像 文件 的 颜色 组 成 会 更 有 用 。 在 “亮度 ”功能 中 ,可 以 通过 鼠标 
岗 整 个 别 的 颜色 。 左 右 移 动 女 标 , 可 以 增加 或 减少 个 别 颜 色 通 道 的 色彩 亮度 。 任 何 
改变 仅 被 用 于 显示 的 图 像 ,但 不 会 被 储存 。 

4. 其 他 功能 | 

(1) 添加 图 像 采 集 。 当 采集 一 个 很 分 散 的 中 期 ,并且 其 分 布 大 于 采集 图 像 的 单 
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个 视野 时 ,添加 图 像 采集 功能 可 以 令 不 在 同一 视野 中 的 染色 体 包 括 在 内 。 无 须 按 鼠 
标 右键 终止 采集 图 像 , 只 要 双击 鼠标 左 键 ,第 一 个 图 像 视 野 将 以 缩小 的 尺寸 显示 在 采 
集 图 像 窗口 的 右上 角 ,而 实时 图 像 则 显示 在 屏幕 中 央 。 可 以 对 这 个 第 二 次 采集 的 图 
像 进行 对 焦 并 将 其 放 在 显示 窗口 的 中 央 , 并 在 显微镜 上 调节 光 强 度 。 如 果 染 色 体 分 
布 很 散 , 则 可 双击 鼠标 左 键 采 集 其 他 的 图 像 区 域 ,从 而 获得 另外 的 图 像 。 最 终 , 可 以 
通过 按 鼠 标 右键 获 取 最 后 图 像 后 ,退出 图 像 采 集 模式 回 到 中 期 视图 。 图 像 区 域 将 会 
目 动 地 以 递增 方式 命名 为 A”“B”C”,… 并 且 通 过 箭头 键 在 它们 之 间 转 换 。 

(2) 用 多 图 像 区 域 处 理 中 期 。 当 双击 图 像 区 域 的 字母 ,isis 将 转换 成 图 库 观察 模 
式 , 以 并 排 的 四 个 图 像 区 域 显 示 在 屏幕 上 。 这 便 能 方便 地 在 要 保留 的 视野 中 屏蔽 需 
要 的 中 期 ,删除 重复 的 部 分 。 按 鼠标 左 键 选 择 图 像 视 野 “A”, 并 可 按 下 述 处 理 。 当 分 
隐 完 所 有 染色 体 ,通过 点 击 字 母 “A” 右 侧 的 箭头 转换 到 下 一 个 图 像 *<B” 进 行 处 理 。 在 
处 理 完 最 后 图 像 后 ,可 以 利用 “对 象 校对 ”命令 ,复审 中 期 的 处 理 。 

(3) 直方 图 。 直 方 图 是 色彩 水 平分 布 频数 的 图 像 表 示 。 对 于 FISH 图 像 , 它 是 
一 个 好 的 图 像 质 量 指示 器 。 直 方 图 可 以 在 鼠标 左 键 点 击 其 图 标 后 显示 ,同时 可 以 通 
过 按 下 任何 键 隐藏 。 

低 亮 度 显示 在 直方 图 的 左 侧 ,高 亮度 在 右 侧 。 一 个 “未 经 加 工 ” 的 图 像 应 该 有 两 
个 极 值 , 位 于 左 侧 的 最 大 值 代表 了 背景 信号 ,位 于 右 侧 的 比较 小 的 极 值 是 由 一 些 特定 
信和 号 产生 的 。 两 个 极 值 应 该 被 很 好 地 拉 开 。 

如 有 果 整 和 时 间 过 短 , 这 两 个 极 值 将 会 靠 得 很 近 。 曝 光 过 度 的 图 像 显示 出 其 右 极 
值 移动 到 右 侧 极端 ,在 很 多 情况 下 ,其 右 侧 的 一 半 会 被 前 切 掉 。 

(4) 对 象 计数 。 该 功能 可 计数 图 像 中 的 对 象 (如 :染色 体 )。 该 功能 提供 了 一 个 
半 目 动 和 手动 模式 ， | 

半 目 动 计数 :所 有 的 计数 对 象 按 照 其 大 小 排列 。 每 一 个 对 象 被 框 住 并 被 标记 
“十 ”。 如 果 一 个 框 内 含有 一 个 以 上 的 对 象 ,每 一 个 附加 的 对 象 可 以 通过 点 击 鼠 标 左 
键 突出 显示 ,isis 将 自动 增加 对 象 的 计数 ,该 计数 显示 在 图 像 下 方 的 右 侧 。 . 

手动 计数 :计数 对 象 可 以 通过 手动 来 计数 。 在 一 个 对 象 上 点 击 鼠 标 左 键 ,会 在 对 
象 上 出 现 一 个 “十 ”,isis 将 自动 增加 对 象 的 计数 ,该 计数 显示 在 图 像 下 方 的 右 侧 。 

(5) 在 isis 中 储存 FISH AR. isis 在 每 一 操作 步骤 后 会 自动 储存 图 像 。 另 外 ， 
当 要 改变 一 个 事件 或 退出 程序 时 ,也 会 被 问 及 是 否 储存 图 像 。 

可 以 在 任何 时 候 通 过 按 下 “Ctrl” 十 “S” 键 储存 图 像 。 

(=) ikaros 的 基本 操作 

1. 开始 

打开 计算 机 ,移动 鼠标 至 计算 机 桌面 的 ikaros(interactive karyotyping system) 
图 标 , 双 击 鼠 标 左 键 ,启动 ikaros 程序 。 

ikaros 程序 屏幕 显示 分 成 图 像 区 域 ,命令 按钮 和 数据 区 域 。 

在 事件 名 区 域 点 击 鼠 标 左 键 ,输入 事件 名 ,点 击 鼠 标 右键 结束 数据 输入 。 图 像 编 
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号 将 被 自动 插入 相对 应 的 区 域 。 

2. 图 像 采 集 和 中 期 处 理 

(1) 图 像 采 集 。 移 动 鼠 标 指针 至 命令 按钮 “图 像 采 集 ” 按 钮 上 , 按 鼠 标 左 键 激 活 
该 功能 。 当 打开 显微镜 上 摄像 头 光 闻 后 ,就 可 以 在 计算 机 屏幕 上 见 到 实时 图 像 ,将 见 
到 的 中 期 对 焦 并 放 在 显示 窗口 的 中 央 。 调 节 显 微 镜 上 的 光线 强度 至 仅 可 见 少 量 的 红 
色 像 素 点 。 这 些 红 色 指 示 饱 和 的 像素 点 。 

当 照 明 调节 准确 后 ,就 可 以 按 鼠 标 右键 或 键盘 上 的 “Enter” 键 。 相 互 协调 的 照明 
控制 将 保证 图 像 的 最 佳 曝 光 。 立 刻 , 中 期 图 像 就 会 出 现在 屏幕 上 。 

如 果 采 集 一 个 很 分 散 的 中 期 ,这 个 中 期 分 布 大 于 采集 图 像 的 单个 视野 ,添加 图 像 
采集 功能 可 以 将 不 在 同一 视野 的 染色 体 包 括 在 内 。 无 须 按 鼠 标 右 键 终止 采集 图 像 ， 
只 要 双击 鼠标 左 键 , 第 一 个 图 像 视 野 将 以 缩小 的 尺寸 被 显示 在 采集 图 像 窗 口 的 右上 
角 ,实时 图 像 显 示 在 屏幕 中 央 , 可 以 对 这 个 第 二 次 采集 的 图 像 进行 对 焦 并 将 其 放 在 显 
示 窗 口 的 中 央 ,在 显微镜 上 调节 光 强 度 。 如 果 染 色 体 分 布 很 散 , 可 以 双击 鼠标 左 键 来 
采集 其 他 的 图 像 区 域 , 以 获得 另外 的 图 像 。 最 终 , 可 以 通过 按 鼠 标 右 键 , 获 取 最 后 图 
像 后 退出 图 像 采集 模式 , 回 到 中 期 。 图 像 区 域 将 会 被 自动 地 以 递增 方式 命名 为 “A”， 
“B”,“C”,… 通 过 箭头 键 在 它们 之 间 切 换 。 

用 多 图 像 区 域 处 理 中 期 , 当 双 击 图 像 区 域 的 字母 ,ikaros 将 转换 成 图 库 观察 模 
式 , 以 并 排 的 四 个 图 像 区 域 显 示 在 屏幕 上 。 这 使 得 方便 地 在 要 保留 的 视野 中 屏蔽 需 
要 的 中 期 ,删除 重复 的 部 分 。 按 鼠标 左 键 选 择 图 像 视野 “A”, 并 用 鼠标 左 键 点 击 打 开 
命令 按钮 ,图 像 视野 “A” 以 原来 大 小 显示 ,并 可 按 下 述 处 理 。 当 分 隔 完 所 有 染色 体 ， 
通过 点 击 字母 *A" 右 侧 的 箭头 转换 到 下 一 个 图 像 *B? 进 行 处 理 。 在 处 理 完 最 后 图 像 
后 ,可 以 利用 “对 象 校对 ”命令 ,复审 中 期 的 处 理 ( 见 下 述 步 又 (8) )。 

(2) 中 期 处 理 。 当 回 到 中 期 视图 ,第 一 个 中 期 图 像 视 野 将 会 显示 。 将 中 期 处 理 
成 单独 的 染色 体 要 通过 几 个 步骤 实现 。 通 常 ,可 以 利用 屏幕 右面 从 上 而 下 的 命令 按 
， 钮 进行 。 可 以 通过 在 命令 按钮 上 点 击 鼠 标 左 键 激活 其 功能 ,利用 鼠标 右键 终止 功能 。 
每 一 个 人 处理 步骤 可 以 在 任何 时 候 通 过 键盘 “Backspace” 键 撤销 。 

(3) EBA. UR RAR ikaros 被 定义 为 灰 度 水 平 ,将 对 象 与 背景 区 别 。 如 
果 对 象 阐 值 设置 的 太 低 , 染 色 体 分 离 将 不 够 充分 。 这 将 导致 一 些 对 象 包 食 有 多 个 弥 
色 体 。 然 而 , 当 阔 值 设置 太 高 , 则 会 导致 染色 体 端 粒 区 域 太 亮 , 从 而 丢失 这 些 部 分 。 
对 于 优化 的 设置 ,应 该 是 ,即使 是 染色 体 最 亮 的 部 分 也 能 从 背景 中 分 离 出 来 而 没有 任 
何 斑 失 。 在 点 击 命令 按钮 “对 象 国 值 ? 后 ,可 以 左右 移动 鼠标 来 降低 或 增加 国 值 。 通 
过 点 击 鼠 标 右键 ,可 以 终止 该 功能 。 

(4) 屏蔽 中 期 。 利 用 该 功能 能 删除 分 散在 中 期 外 的 不 需要 的 对 象 。 点 击 鼠 标 左 
键 激活 “屏蔽 中 期 ”命令 。 当 在 环绕 中 期 画 一 条 线 后 ,在 线 外 的 所 有 对 和 象 会 被 剔除 。 
点 击 鼠 标 左 键 作为 起 点 ,移动 鼠标 画 线 。 用 鼠标 左 键 能 定义 线 上 的 界 标点 。 重 复 这 
一 操作 直到 将 鼠标 移 至 线 的 起 点 ,关闭 这 条 线 。 当 按 下 鼠标 右键 ,ikaros HA Hie 
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最 后 点 和 起 点 ,并 将 外 围 的 所 有 对 象 删 除 。 

(5) 删除 。 利 用 “删除 ”功能 ,可 以 在 分 离 的 中 期 上 快速 删除 个 别 对 象 ,如 细胞 核 
或 碎片 。 移 动 鼠 标 指针 到 “删除 ”命令 按钮 并 按 下 鼠标 左 键 ,所 有 对 象 的 轮廓 将 被 以 
不 同 颜色 突出 显示 。 移 动 鼠 标 指针 到 要 删除 的 对 象 上 并 按 下 鼠标 左 键 。 对 于 所 有 要 
删除 的 对 象 ,可 以 重复 这 一 操作 , 按 下 鼠标 右键 就 可 以 终止 该 功能 。 

(6) 分 陋 。 核 型 排队 只 有 在 染色 体 都 呈现 为 单个 个 体 时 才能 进行 ,因此 ,分 隔 染 
色 体 是 中 期 处 理 中 的 基本 功能 .。“ 分 隔 ” 功 能 通过 在 相应 的 命令 按钮 上 点 击 鼠 标 左 键 
激活 。 像 “删除 ”功能 一 样 ,所 有 的 对 象 轮廓 将 被 以 不 同 颜 色 突 出 显示 。 这 样 就 能 方 
便 地 区 分 出 完全 分 隔 地 染色 体 和 那些 仍然 晨 连 或 重 释 的 染色 体 。 

ikaros 提供 几 种 分 隔 染 色 体 的 选项 ,最 方便 的 方法 则 是 通过 按 “A” 键 激活 的 自 
动 功能 。ikaros 将 会 试 着 分 隔 尽 可 能 多 的 染色 体 , 可 以 通过 屏幕 看 见 ikaros 是 如 何 
加 分 隔 线 的 。 随 着 每 一 步骤 的 进行 ,被 分 隔 的 染色 体 轮 廓 线 颜 色 会 改变 ,以 显示 出 该 
染色 体 已 经 被 成 功 分 隔 。 

注意 ,每 一 个 目 动 分 隔 步 骤 都 应 该 检查 。 如 果 ikaros 产生 了 错误 , 则 可 以 通过 
移动 鼠标 指针 到 选择 的 分 隔 线 上 , 按 下 键盘 上 的 “Del” 键 ,取消 该 分 隔 。 

力 外 ,可 以 通过 移动 鼠标 指针 到 一 个 含有 多 个 染色 体 的 对 象 上 ,用 半自动 模式 进 
行 分 陋 。 按 住 鼠 标 左 键 直 到 ikaros 程序 出 现 “ 嘟 ”的 响声 ,被 分 隔 染 色 体 轮廓 颜色 改 
变 ,指示 出 成 功 的 分 隔 。 可 以 重复 这 一 过 程 直 到 所 有 的 染色 体 均 被 分 隔 。 

但 是 ,如 果 染 色 体 连接 部 分 很 多 ,ikaros 可 能 会 在 准确 分 隔 上 产生 困难 。 对 此 ， 
就 必须 通过 手工 画 分 隔 线 进行 分 隔 。 可 以 通过 在 要 分 隔 的 染色 体 附 近 背 景 上 ,点 击 
鼠标 定义 分 隔 线 的 起 点 (但 不 要 在 染色 体 上 )。 该 染色 体 将 被 自动 放大 一 倍 便于 分 
陋 。 然 后 ,移动 鼠标 画 出 一 条 线 ,再 次 点 击 鼠 标 左 键 以 定义 界 标点 ,移动 鼠标 画 出 该 
线 的 下 一 部 分 ,一 步 一 步 , 这 样 就 能 明确 地 画 出 短线 段 ,能 很 平滑 地 在 两 条 染色 体 之 
[5] a3 47 3} BR 。 | 

通过 按 下 鼠标 右键 ,可 以 完成 分 隔 线 并 终止 该 功能 。 

(7) 重 价 。 染 色 体 的 重 伙 可 以 通过 两 个 方法 解决 。 

简单 的 “X” 型 重合 可 以 在 “分 隔 ” 功 能 中 解决 。 移 动 鼠 标 指针 至 重合 的 部 分 , 按 
下 中 键 直到 ikaros 程序 发 出 一 个 “ 嘟 ”的 响声 ,染色 体 轮 廊 颜色 发 生 改 变 , 显 示 出 成 
功 分 隐 。 至 此 ,可 以 移动 两 个 染色 体 中 较 小 的 那个 至 一 个 空位 ,通过 点 击 鼠 标 右键 定 
在 新 的 位 置 。 如 果 自 动 重 从 分隔 结 果 不 理想 ,可 以 按 “Ecs” 键 取消 ， 

不 能 通过 自动 计算 解决 的 比较 复杂 的 染色 体重 番 , 可 以 利用 “重合 ”功能 命令 手 
工 完 成 。 通 过 在 命令 按钮 上 点 击 鼠 标 左 键 激 活 此 项 功能 。 利 用 鼠标 ,必须 在 重 香 区 
域 的 四 个 角 外 定 出 4 个 界 标点 。 像 在 “分 隔 ” 功 能 中 一 样 , 可 以 在 要 被 分 隔 的 染色 体 
附近 背景 上 , 定 出 第 一 个 界 标点 (但 不 要 在 染色 体 上 )。 然 后 ,移动 鼠标 画 出 跨 过 第 一 
条 染色 体 的 线 , 再 次 按 刀 标 左 键 定 出 第 二 点 ,移动 鼠标 跨 过 另 一 条 染色 体 ,再 点 击 鼠 
标 左 键 ,移动 鼠标 灵 跨 过 第 一 条 染色 体 。 在 定 完 第 三 个 界 标点 之 后 , 按 下 鼠标 右键 ， 
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ikaros 就 会 自动 接着 完成 在 重大 区 域 上 的 和 抢 形 。 可 以 移动 其 中 一 个 较 小 的 染色 体 至 
一 个 空位 ,通过 按 鼠 标 右键 定位 于 此 。 如 果 自 动 重 赤 分 陋 结 果 不 理 想 , 可 以 通过 按 
“Ecs” RIK. 

(8) 对 象 校对 。 该 功能 可 检查 是 否 所 有 的 染色 体 均 被 分 隔 。 当 在 相应 命令 按钮 
上 按 下 鼠标 左 键 , 所 有 的 对 象 将 会 按 大 小 排列 成 行 。 这 样 ,含有 数 个 染色 体 的 对 象 就 
会 被 容易 看 出 。 在 “对 象 校对 ”功能 中 ,可 以 通过 画 一 条 分 隔 线 分 隔 染 色 体 ( 见 上 述 
“分隔 "功能 )。 当 在 "对象 校对 ?功能 中 ,分 隅 染色 体 后 , 按 下 “Enter” 键 ,这 些 被 分 隔 
的 染色 体 将 以 单个 对 象 出 现 。 按 鼠标 右键 ,可 以 退出 该 功能 。 

3. 建立 核 型 排队 

在 中 期 分 隔 完 所 有 染色 体 后 ,可 以 转 到 核 型 视图 ,进行 染色 体 的 分 类 。 移 动 鼠 标 
指针 至 屏幕 右上 角 的 小 核 型 排队 窗口 , 按 下 鼠标 左 键 ,ikaros 立刻 显示 空 的 核 型 窗口 
以 及 按 染色 体 大 小 排队 的 染色 体 缓冲 区 。 

(1) 分 配 染 色 体 。 这 是 建立 核 型 排队 最 主要 的 功能 。 移 动 鼠 标 至 “分 配 ” 命 令 按 
钮 , 按 下 鼠标 左 键 ,分 本 染色体 至 其 相应 的 类 别 。 这 里 有 几 种 自动 和 交互 性 分 类 
选择 。 | 

按 “A” 键 ,ikaros 将 依据 该 妆 分 条 带 技术 训练 的 分 类 器 自动 建立 一 一 个 核 型。 注意 ， 
这 个 核 型 排队 仅 是 一 个 建议 , 它 必须 由 经 验 丰 富 的 细胞 遗传 学 研究 人 员 进 行 审 核 和 
校正 。 根 据 中 期 质量 ,或 多 或 少 的 中 期 可 以 被 分 类 ,一 些 “ 困 难 ” 的 染色 体 将 被 留 在 组 
冲 区 。 

对 于 人 工分 类 ,通过 移动 鼠标 指针 至 染色 体 上 , 按 下 鼠标 左 键 ,被 选中 的 染色 体 
将 由 蓝 色 和 矩形 突出 显示 ,移动 鼠标 指针 至 要 求 的 位 置 ,再 次 点 击 鼠 标 左 键 将 染色 体 移 
至 新 的 位 置 。 

鼠标 左 键 双击 缓冲 区 中 的 染色 体 ,可 以 将 该 染色 体 移 到 核 型 排队 中 的 第 一 个 


鼠标 左 键 双击 染色 体 分 类 中 的 一 个 ,就 可 以 将 染色 体 缓冲 区 中 的 第 一 个 染色 体 

为 了 更 好 显示 ,同类 染色 体 也 可 以 通过 在 此 功能 装配 能 够 进行 交换 。 首 先 ,选择 
一 个 上 述 的 染色 体 , 按 鼠标 左 键 在 同一 分 类 中 的 另外 一 个 染色 体 上 ,进行 互 换 。 

上 Backspace” 优 , 可 以 将 所 有 的 染色 体 移 加 染色 体 缓冲 区 内 ( 确 
Wi). 

Fil Bala Ac: BE BE AR BY E at — eR BR PT A ee 180"。 另 外 ,也 可 以 使 用 
下 述 两 个 “旋转 ”功能 。 

按 下 鼠标 右键 ,终止 “分 配 ” 功 能 ，。 

(2) 180 /90 旋转 染色 体 。 激 活 此 功能 ,可 以 移动 鼠标 指针 至 命令 按钮 “旋转 
180 /90”, 按 鼠标 左 键 。 移 动 鼠 标 指针 到 染色 体 上 , 按 鼠 标 左 键 ,染色 体 将 被 旋转 
80 。 可 以 通过 双击 鼠标 左 键 实 现 90" 旋 转 。 按 下 鼠标 右键 终止 此 功能 ， 





第 十 四 章 生物 荧光 显微镜 22] 


(3) 染色 体 任意 旋转 。 如 采 想 任意 角度 旋转 染色 体 , ER a oh it > Hc FHL" 旋转 
X“ ”如 上 述 选 择 一 条 染色 体 , 左 右 移动 鼠标 ,染色 体 将 顺 时 针 或 赣 时 针 旋 转 。 按 下 


鼠标 左 键 固定 该 染色 体 的 新 旋转 角度 。 按 鼠标 右键 终止 该 功能 。 
(4) 染色 体 垂直 移 位 。 为 了 排列 着 丝 点 ,染色 体 可 以 上 下 移 位 ,鼠标 右键 按 命令 


按钮 “ 移 位 ”, 选 择 一 个 染色 体 ,左右 移动 鼠标 ,该 染色 体 就 可 以 上 下 移动 。 按 下 鼠标 


左 键 可 以 固定 该 染色 体 的 新 位 置 。 按 鼠标 右键 终止 该 功能 。 
(5) 储存 中 期 和 核 型 。 每 一 步骤 完成 后 ,中 期 和 核 型 均 被 自动 储存 。 


BTE POCHI H R RE M E 


激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 (confocal laser scanning microscope, CLSM) , E A REM 
错 基 础 上 配置 激光 光源 、 扫 描 站 置 、 共 轮 聚 焦 站 置 和 检测 系统 而 形成 的 新 型 显 做 镜 ， 
是 目前 应 用 于 细胞 分 析 学 的 最 先进 pjo 如 图 15-1 PAN. Oe YE Se M Be AH EE 
CLSM 具有 高 分 辨 率 、 高 灵敏 度 等 特点 ,并 能 实现 组 织 光学 切片 、 三 维 重 建 及 对 样品 
中 菜 些 特定 成 分 进行 定性 或 定量 分 析 等 特殊 功能 ， 





图 15-1 激光 区 聚焦 显微镜 


55 年 ,Marvin Minsky 基于 在 不 染色 的 活体 脑 组 织 中 观察 神经 网 络 的 目的 ， 

建立 on. 台 共 聚焦 显微镜 ,并 于 1957 年 提出 了 共聚 焦 显 微 镜 技 术 的 基本 原理 , 获 
得 了 美国 专利 。1971 年 美国 人 Davidovits 和 Egger 发 明了 以 激光 为 光源 的 共聚 焦 
扫描 系统 。1978 年 Sheppard 等 推出 了 和 载 物 台 扫描 装置 。1980 年 Koestert 等 发 明 
了 镜 扫 描 系 统 。 从 1983 到 1986 年 ,Aslund 和 Carlsson 等 发 明了 双 镜 扫 摘 系统 和 共 
入 聚焦 成 像 系 统 。1984 年 第 一 台 CLSM 实用 产品 问世 。 进 入 20 世纪 90 年 代 后 ， 
CLSM 系统 中 逐步 引 和 人 混合 激光 和 人 么 外 激光 技术 .计算 机 控制 系统 和 光 于 计数 拉 
术 ,使 成 像 的 质量 和 灵敏 度 都 提高 了 很 多 ,对 细胞 与 分 子 生 物 学 研究 的 快速 发 展 起 到 
了 很 重要 的 推动 作用 。 
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我 国 目前 引进 的 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 主 要 来 自 美国 的 Bio-Rad 和 Meridian 公 
A) ,德国 的 Zeiss 和 Leica 公司 。 现 以 由 德国 Zeiss 公司 LSM510 META 激光 共聚 焦 
显微镜 和 美国 Coherent 公司 飞 秒 红 外 激光 器 Mira900 两 部 分 组 成 的 CLSM 为 例 来 
介绍 激光 扫描 共聚 焦 显微镜 的 基本 原理 ,主要 部 件 等 。 


第 一 市 ”基本 原理 


激光 扫描 共聚 焦 显微镜 是 一 种 用 于 图 像 采 集 和 分 析 的 大 型 精密 仪器 。 它 脱离 了 
传统 光学 显微镜 的 成 像 原 理 ,通过 在 结构 上 采用 
双 针 和 孔 Cpinhole) 装 置 ,形成 物 像 共 轿 的 独特 设 Se PMT ae 
计 。 其 基本 成 像 原理 如 图 15-2 所 示 。 在 图 15-2 Pinhole sRONFT N ie 
中 , 实 线 (聚焦 光线 ?表示 聚焦 在 观察 点 的 光路 ， 





虚线 ( 非 素 焦 光线 ) 表 示 的 是 杂 散 光 光 路 。 激 光 透镜 
通过 照明 针 孔 ,形成 点 光源 ,经 过 透镜 、 分 光 镜 形 

成 平行 光 通 过 物镜 公 焦 在 样品 上 ,并 对 样品 内 焦 SRN 
平面 上 的 每 一 点 进行 扫描 。 样 品 发 射 光 的 波长 | 分 光 镜 
比 激发 光 长 ， 所 以 它 可 以 通过 分 光 镜 ,经 过 透镜 一 下 ya 
再 次 聚焦 ,到 达 琛 测 针 孔 处 ,被 后 续 的 PMT 检 VW 
测 器 检测 到 ,得 到 所 和 需 的 荧光 图 像 。 非 聚焦 光线 | 

通过 探测 和 A 而 也 不 能 在 PMT 检测 器 = 

AMT E- 7 — amta 


BARE. 反差 增 加 ， 所 以 成 像 更 清晰 。 在 "7 m 15-2. an 
过 程 中 ， RAO FL BM EE AA MARTE a ee E, 
REH 5 RE Tah 0 Pad ETL TAPENA 的 点 则 不 会 丰 
处 成 像 ， 所 以 这 种 双 共生 的 感 像 方式 叫 作 共聚 焦 。 SUR SERA AOR T HE 
为 光源 RAD WOR | 

在 图 15-3 中 ,通过 对 样品 在 zy WA EAH CE RRR. MR 
调节 焦 平面 在 z 方向 的 位 置 ,连续 扫描 多 个 不 同 = 位 置 的 二 维 图 像 , 则 可 获得 一 系列 
的 光学 切片 图 像 。 通 过 数字 去 卷 积 的 方法 (deconvolution) 可 以 三 维 重建 出 清晰 的 
3D 图 像 。 正 因为 CLSM 能 够 沿 着 = 轴 方 向 ,在 不 同 层面 上 获得 该 层 的 光学 切片 ,所 
以 可 以 得 到 细胞 或 组 织 各 个 横断 面 的 一 系列 连续 光学 切片 ,实现 了 “细胞 CT” 的 功 
能 ,如 图 15-4 所 示 。 

“ 共 豪 焦 ”概念 的 引信, 苏 履 了 传统 光学 显微镜 的 成 像 概念 。Pinhole 的 应 用 大 大 
提高 了 图 像 的 分 辩 率 ,而 且 可 以 将 分 辩 率 用 像素 的 方式 表述 出 来 。 共 聚焦 显微镜 在 








224 细胞 生物 尝 灾 光 技 术 原 理 和 应 用 
MAPE 通 的 灾 光 显微镜 相 比 没有 明显 优势 ,但 是 它 对 样品 细节 的 成 像 非 常 细 


致 清晰 。 hainipi 共聚 焦 显微镜 对 同一 个 样品 分 别 进行 图 像 有 
eA Zi AR» 显然, 邯 聚焦 技术 的 应 用 使 得 图 像 更 加 清晰 ， 如 图 15-5 所 示 。 


持续 发 





即时 生成 的 图 像 


图 15-3 激光 对 样品 焦 平面 进行 x 一 y 图 15-4 zx“ 轴 方向 扫描 
方向 扫描 并 即时 生成 图 像 





普通 区 光 显 微 镜 得 到 的 图 像 激光 共聚 焦 显 微 镜 得 到 的 图 像 
图 15-5 普通 交 光 显微镜 与 激光 共聚 焦 显 微 镜 的 扫描 结果 的 比较 


第 二 节 ”主要 部 件 


激光 扫描 共 肾 焦 显 微 镜 是 由 作为 光源 的 激光 器 荣光 显微镜 .扫描 器 以 及 用 来 控 
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制 扫描 和 显示 输出 的 计算 机 几 大 部 分 构成 的 ,如 图 15-6 所 示 。 激 光 作 为 光源 ,通过 
扫 摘 项 内 的 分 光 镜 ,得 到 特定 波长 的 光源 ,然后 进入 显微镜 的 物镜 。 激 发 样品 后 ,发 
射 光 骨 次 进入 扫 摘 天, 同样 的 ,经 过 一 系列 的 元 件 , 最 后 信号 被 PMT 检测 器 捕捉 到 。 
信和 号 输出 至 计算 机 内 ,由 计算 机 对 信号 进行 加 工 , 形 成 灾 光 图 像 。 而 计算 机 的 另 一 个 
重要 用 途 , 则 是 通过 步 进 马 达 来 控制 显微镜 和 扫描 需 ,实现 图 像 采 集 自 动 化 。 





图 15-6 激光 共聚 焦 显 微 镜 结 构 示意 图 
下 面 就 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 的 各 个 组 成 部 分 来 分 别 进 行 讲 述 。 


— BOC 


普通 光学 显微镜 使 用 的 光源 一 般 为 混合 光 ,光谱 范围 宽 , 成 像 时 样品 上 每 个 光照 
点 均 会 因为 色差 影响 以 及 由 照射 光 引 起 的 散射 和 衍射 的 干扰 ,影响 成 像 质 量 。 

激光 由 于 其 特殊 的 发 光 机 理 与 激光 器 的 特殊 结构 而 使 其 具有 普通 光源 所 没有 的 
很 多 优点 。 共 聚焦 显微镜 要 求 光 源 单 色 性 好 .亮度 高 ,而 激光 正好 满足 这 个 要 求 。 

1. 单 色 性 好 

普通 光源 通常 包含 了 多 种 颜色 ,从 波长 的 角度 来 看 ,就 是 多 种 不 同 波长 的 光 的 一 
种 混合 。 单 色 就 要 求 某 种 光 只 能 包含 一 种 波长 的 光 , 但 是 这 种 光 在 自然 界 中 是 不 可 
能 存在 的 。 每 种 光 都 是 有 一 段 波长 范围 的 ,如 果 这 个 波长 的 差 值 BDH RE 
示 单 色 性 越 好 。 激 光 就 可 以 看 作 是 Ah 非常 小 的 一 种 光 。 

单 色 性 好 ,不仅 可 以 减少 色差 ,而 且 在 仪器 设计 上 也 可 以 简化 发 射 光 的 单 色 系 
统 , 激 发 光 与 发 射 光 易于 分 离 ,减少 干扰 。 
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2. 方 向 性 好 

激光 都 是 相当 好 的 平行 光 东 ,发 散 角度 很 小 。 这 样 可 以 使 能 量 在 空间 高 度 集中 。 
同时 ,由 于 它 很 少 发 散 , 所 以 通过 聚焦 后 ,能 很 好 地 形成 小 尺寸 焦 斑 ,类 似 一 个 点 光 
源 。 这 个 光源 能 够 准确 地 保证 样品 中 特定 的 点 状 区 域 被 激发 。 

3. 亮度 高 ,强度 大 

这 是 激光 的 主要 特征 。 激 光 的 亮度 可 以 比 普 通 光 源 高 出 1 000 多 信 。 所 以 ,可 
以 在 低 功 率 的 条 件 下 ,激发 奖 光 物质 。 

4, 相干 性 偏振 性 好 | 

由 于 受 激 辐射 的 光子 在 频率 和 振动 方向 上 相同 ,相位 差 恒定 ,偏振 状态 也 是 相同 
的 。 所 以 在 相干 性 和 偏振 性 方面 ,普通 光 是 无 法 与 激光 相 比 拟 的 。 

激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 使 用 的 激光 光源 有 单 激 光 和 多 激光 系统 。 和 毛毛 离子 激光 
华 是 可 见 光 范围 内 使 用 的 多 光谱 激光 ,发 射 波长 分 别 为 488nm、568nm 和 647nm 的 
蓝光 、 绿 光 和 红 光 ;大 功率 氧 离 子 激光 器 是 紫外 和 可见 光 混 合 激 光 器 ,发 射 波长 分 别 
44351 ~364nm,488nm 和 514nm 的 紫外 光 、 蓝 光 和 绿 光 。 单 个 激光 系统 的 优点 是 安 
装 方 便 , 光 路 简单 ,但 价格 较 贵 并 存在 不 同 激光 之 间 的 光谱 竞争 和 色差 校正 问题 。 

多 激光 器 系统 在 可 见 光 范围 使 用 氨 离 子 激光 器 ,发 射 波长 为 488nm 和 514nm 
的 蓝 绿 光 ; 氨 氛 激光 器 发 射 波长 为 633nm 的 红 光 ;紫外 光 选 用 毛 离 子 激 光 器 ,波长 为 
351~364nm。 多 激光 器 系统 的 优点 是 各 谱 线 激光 单独 发 射 ,不 存在 谱 线 竞争 的 干 
扰 ,调节 方便 ,但 光路 复杂 ,光学 系统 共 轴 准 直 调试 要 求 高 。 

以 上 所 述 痢 属于 单 光子 激光 器 ,1996 年 新 型 双 光 子 激 光 髓 问世 ,利用 双 光 子 倍 
频 效 应 ,使 用 可 网 光 激 光 来 代 蔡 紫外 激光 作 激 发 光源 达到 检测 紫外 探 针 的 目的 。 由 
于 其 在 成 像 等 方面 与 单 光 子 激 光 相 比 有 很 多 不 同 , 将 在 本 章 第 八 节 详 细 盖 述 。 


二 .扫描 融 


扫描 器 主要 由 分 光 镜 、 滤 光 镜 ,检测 针 孔 (pinhole) 及 PMT 探测 器 组 成 。 

分 光 镜 :按照 波长 来 改变 光线 的 传播 方向 ,使 激发 光 能 到 达 样 品 ,而 发 射 光 则 能 
通过 分 光 镜 进入 后 续 的 检测 系统 。 

滤 光 镜 : 能 够 选择 出 一 定 波长 范围 的 光 来 进行 检测 。 

检测 针 孔 : 针 孔 的 主要 作用 在 前 面 已 叙述 ,可 以 说 ,没有 针 孔 的 概念 就 没有 共聚 
焦 技术 。 从 理论 上 讲 , 为 了 最 大 程度 地 去 除 杂 散光 的 影响 , 针 孔 的 孔径 应 该 越 小 越 
好 。 但 是 ,为 了 让 荧光 信和 号 能 够 顺利 通过 针 孔 ,应 该 在 保证 图 像 亮度 的 情况 下 ,使 得 
针 孔 尽量 小 。 

PMT 探测 器 :光电 倍增 管 (photo multiplier tube, PMT) 是 灵敏 度 极 高 .响应 速 
度 极 快 的 光 探 测 器 。 通 过 调整 其 电压 (或 称 为 增益 ,detect gain) ,可 以 在 一 定 程度 上 
提高 图 像 的 亮度 。 但 是 电压 也 不 能 调 得 过 高 ,否则 对 PMT 的 伤害 会 很 大 。 
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= KAEMA 


激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 中 所 用 的 荧光 显微镜 与 常规 的 荧光 显微镜 大 体 相同 , 配 
备 有 商 素 灯 透 射 光源 和 和 汞 灯光 源 。 同 时 , 它 也 有 自己 的 特色 。 比 如 ,通常 在 显微镜 镜 
体 侧面 留 有 接口 ,与 激光 光源 接 驶 ;由 步 进 马达 实现 控制 ; 装 有 光路 转换 系统 ,预览 时 
用 汞 灯 作 为 光源 ,正式 采集 图 像 时 用 激光 作为 光源 ,现在 也 有 可 以 一 边 扫描 一 边 观察 
或 者 激光 扫描 和 CCD 成 像 同 时 进行 的 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 。 


四 .计算 机 


计算 机 控制 整个 CLSM 系统 及 电动 系统 ,一 切 机 械 上 的 操作 都 可 以 通过 它 来 实 
现 。 而 且 由 于 共聚 焦 系统 部 件 繁多 ,图 形 采 集 加 工 要 求 高 ,所 以 计算 机 的 配置 要 求 通常 
比较 高 ,尤其 是 显卡 、 内 存 等 与 图 形 处 理 相关 的 部 件 , 而 且 都 会 配备 功能 强大 的 软件 。 
”LSM 510 型 激光 扫 摘 共 案 焦 显 微 镜 的 各 项 技术 参数 如 表 15-1 所 示 。 


O ZEI 
精细 对 焦 载 物 台 
扫描 分 辩 率 
扫描 速度 


检测 


VIS 激光 模 件 


LSM510 控制 


LSM510 软件 


家 15-1 LSMS10 型 激光 共聚 焦 显 微 镜 各 项 技术 参数 

带 光 电子 码 的 DC 马达 ,最 小 步 径 100nm 

HRZ 200, 高 精密 检 流 (可 选项 ) 对 焦 , 总 量程 200pm, 最 小 步 径 10nm 
(1X4) ~ (2 048 X 2 048) 像 素 , 连 续 可 调 


每 个 512X512 像素 的 幅面 最 少 0.4s,512 像素 每 行 最 少 1. 5ms 


同时 有 最 多 四 个 共 焦 信道 ,每 个 都 有 一 个 高 度 灵敏 的 光电 倍增 管 ;, 一 个 带 光 
电 倍增 管 的 可 选 发 射 光 信 ;一 个 用 于 测量 励磁 强度 的 可 选 检测 二 极 管 


偏光 保护 单一 模式 纤维 , 热 稳定 可 视 光 AOTF( 光 声调 协 滤 光 器 ) 用 于 同时 
控制 6 个 可 视 光 的 强度 ,切换 时 间 <5ys 

Ar 激光 458, 488, 514nm, 25mW 

ArKr 激光 488, 568nm, 30mW 

HeNe 激光 5543nm, lmW 

HeNe 激光 633nm, 5mW 


控制 显微镜 、VIS 和 UV 激光 模 件 及 扫描 模 件 ;通过 数字 信号 处 理 器 (DSP) 
检查 数据 获取 ;通过 极 宽 的 SCSI 控制 DSP 和 电脑 之 间 的 数据 交换 


用 于 操作 显微镜 、VIS 和 UV 激光 模 件 以 及 扫描 模 件 ,用 于 图 像 数 据 读 取 、 
演示 ,处 理 和 档案 ,3D 功能 ,4D 功能 ,多 磁道 和 双向 扫描 ,曲线 扫描 
操作 系统 .Windows NT 4.0 

可 选项 . 

3D 图 像 分 析 软 件 包 “ 三 维 LSM” 

生理 学 数据 分 析 软 件 


-| 外 形 
VBA RARE 
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第 三 节操 作 步 骤 及 注意 事项 


激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 可 以 测定 的 样品 种 类 很 多 ,其 中 生物 样品 包括 生物 材料 、 
组 织 ( 切 片 ) .细胞 ( 亚 细 胞 ) 绪 构 等 。 样 品 中 菊 光 的 来 源 主 要 有 如 下 几 种 :自发 荧光 
(auto fluorescence) . #% Æ 4% fE., BR RIE. BIHAR EE (induced fluores- 
cence) Ae fig 22 JE Cenzymatically produced fluorescence) 等 。 其 中 ,大 部 分 菊 光 探 针 
的 激发 波长 和 发 射 波长 均 可 在 仪器 自 带 软件 的 染料 信息 库 中 找到 。 


一 ,样品 制备 


激光 扫描 共识 焦 显 微 镜 的 载 物 台 都 设计 得 比较 灵活 ,可 以 放 园 载 玻 片 . 培 养 凤 、 
滞 组 胞 观察 及 灌流 系统 等 多 种 常见 器 顾 。 要 根据 实验 目的 .样品 种 类 及 形态 物镜 的 
工作 距离 .所 用 载 物 台 设置 等 条 件 确定 样品 观察 所 用 的 承载 方式 。 常 见 的 器 胡 有 盖 
玻 片 REK AAE. 

如 打 仪 器 配置 的 是 倒置 显微镜 ,应 该 注意 器 严 底 盘 的 厚度 不 能 太 厚 。 因 为 此 时 
激发 光 要 透 过 器 咀 的 底部 才能 照射 到 样品 上 ,由 于 物镜 工作 距离 的 关系 ,常常 无 法 用 
噩 倍 镜 观 察 。 而 且 有 些 塑 料 亚 的 底部 透 光 性 较 差 ,不 利于 样品 成 像 。 同 时 ,要 保证 所 
FA ae UL FC RU 

1. RR ARH 

一 般 将 盖 玻 片 和 载 玻 片 配合 使 用 :在 盖 玻 片上 培养 贴 壁 细 胞 或 粘贴 组 织 切片 , 完 
成 药物 反应 ,进行 样品 固定 和 荣光 标记 等 操作 。 样 品 处 理 后 将 盖 玻 片 扣 于 载 玻 片上 ， 
使 样品 置 于 盖 玻 片 和 载 玻 片 之 间 , 上 机 观察 测定 。 对 于 悬浮 细胞 ,要 在 试管 中 完成 样 
操 处 理 后 ,在 上 机 前 再 将 其 滴 于 载 玻 片 上 ,再 加 上 盖 玻 片 , 样 品 封 于 载 焉 片 和 盖 被 片 
之 间 , 上 机 测定 。 | 

土 机 观察 时 ,要 根据 物镜 的 工作 距离 决定 用 载 玻 片 还 是 盖 玻 片 靠近 物镜 镜头 。 
物镜 放大 倍数 越 大 ,焦距 越 短 , 则 物镜 的 镜头 和 样品 之 间距 离 ( 工 作 距 离 ) 也 越 小 。 尤 
其 是 用 高 倍 油 镜 ( 或 水 镜 ) 观 察 时 工作 距离 更 短 , 要 用 盖 玻 片 朝向 物镜 ,镜头 要 贴 到 盖 
玻 片 上 使 用 时 需 格外 注意 ,防止 镜头 被 盖 玻 片 磨 伤 。 用 低 倍 镜 观 察 时 , 载 玻 片 、 盖 玻 
片 参 癌 可 任意 。 盖 玻 片 的 厚度 通常 要 求 在 0. 13 ~0. 17mm. 载 玻 片 厚度 为 1. 0~ 
1. 2mm, Fl RB Py Sy 

载 玻 片 a BA ee A , ,例如 对 细胞 ( 活 的 或 经 过 固定 的 贴 壁 细胞 .细胞 
滴 片 . 甩 片 ) .组 织 切片 . 单 细 胞 凝 胶 电 泳 片 .化工 材料 等 进行 形态 学 观察 .静态 荧光 定 
量 测量 .三 维 重建 等 。 
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生物 样品 经 过 固定 后 可 以 用 封 片 剂 进 行 封 片 ,以 防止 样品 干燥 及 盖 玻 片 脱落 , 尤 
其 是 对 于 倒置 显微镜 来 讲 。 常 用 的 封 片 剂 有 甘油 十 PBS(9 :1 或 1:1)。 亦 可 用 指 
甲 油 或 特殊 胶水 在 盖 玻 片 四 周 进 行 涂抹 .封闭 。 而 对 于 活 细 胞 , 则 可 使 之 悬浮 于 相应 
的 溶液 中 ,直接 滴 片 和 封 片 ,立即 观察 ,不 加 上 述 封 片 剂 。 

常规 的 载 玻 片 . 盖 玻 片 优 点 是 价钱 便宜 、. 易 得 ,使 用 方便 ;缺点 是 载 玻 片 和 盖 玻 片 
之 间 可 容纳 的 液体 较 少 , 细 胞 或 组 织 易于 干燥 , 载 玻 片 和 盖 被 片 之 间 容 易 发 生 错 位 ， 
活 细 胞 易 被 挤 压 变形 ,而 且 一 旦 封 片 , 则 一 般 不 易 对 细胞 或 组 织 做 进一步 的 处 理 , 因 
此 不 适合 做 加 药 实 验 和 长 时 间 观 察 活 细 胞 的 实验 。 

2. 培养 严 

54 FE ML ( MPR glass bottom dishes 或 coverslip bottom dishes) 的 结构 特点 是 其 
在 塑料 平 严 的 圆 形 底 部 中 央 打 出 一 个 让 径 10mm 左右 的 圆 孔 ,并 从 平 旺 底部 的 外 面 
粘 上 一 片 厚 度 约 为 0.17mm HBR ORR ORAL MAMA. EH 
时 ,将 相配 套 的 培养 人 虹 支 架 放 到 显微镜 的 载 物 台 ,再 将 载 有 样品 的 培养 咀 放 和信 到 该 培 
养 咀 支架 , 即 可 用 显微镜 观察 样品 或 者 用 共聚 焦 显 微 镜 扫 描 样 品 。 

培养 胃 兼 有 平 咀 和 盖 玻 片 的 双重 优点 :其 底部 的 盖 玻 片 为 透 光 性 极 好 的 光学 玻 
璃 ,其 透 光 人 性 比 塑料 平 呈 底 部 的 透 光 性 好 ;底部 盖 玻 片 厚度 不 大 于 0. 17mm, 适 用 于 
高 倍 镜 观 察 和 高 质量 成 像 ; 观 察 时 ,细胞 上 方 有 液体 覆盖 ,不 必 加 盖 玻 片 , 因 此 能 够 保 
持 细胞 等 样品 不 变形 .不 干燥 ,保持 其 原 有 形态 ;可 以 在 页 中 随时 加 入 或 吸出 液体 , 因 
此 ,可 以 随时 对 细胞 进行 洗涤 .加 刺激 物 等 处 理 ,利于 保持 细胞 的 生长 和 实验 操作 ;用 
倒置 显微镜 观察 细胞 时 ,可 以 盖 着 培养 阻 盖 观 察 ,保持 细胞 的 无 菌 状态 ,利于 细胞 培 
养 ; 节 省 试剂 和 细胞 ,简化 操作 过 程 。 | 

与 载 玻 片 和 盖 玻 片 相 比 ,培养 亚 的 缺点 是 造价 高 ,体积 大 ,盛装 液体 后 移动 时 易 
Mhe | 

培养 咀 可 用 于 激光 扫描 共 素 焦 显微镜 、 荧 光 显 微 镜 、 相 差 显 微 镜 ,微分 干涉 显 微 
镜 及 偏振 光 显 微 镜 等 。 

3. 其 他 a 

当 观 察 样 品 所 需 放 大 倍数 不 高 时 ,也 可 直接 将 培养 板 放 在 载 物 台 上 进行 观察 、. 采 
图 。 在 使 用 倒置 显微镜 进行 观察 时 ,必须 注意 器 严 底 部 的 厚度 ,保证 光源 能 够 
穿 透 。 

进行 长 时 间 活 细胞 观察 时 ,可 以 采用 专门 的 灌流 系统 。 该 系统 可 不 断 更 新 培养 
基 , 保 持 细 胞 在 正常 的 生长 环境 内 被 观察 。 / 


二 .基本 观察 步骤 及 仪器 操作 


根据 实验 要 求 制备 好 样品 后 ,就 可 以 进行 观察 了 。 
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(一 ) 开 尼 仪 恬 电源 及 光源 

一 般 先 开启 显微镜 激光器 ,再 启动 计算 机 。 启 动 操 作 软 件 *“LSM510” 设置 灾 
光 样 品 的 激发 光波 长 ;选择 相应 的 滤 光 镜 组 块 , 以 使 得 PMT 检测 硕 检 测 到 正确 的 发 

注意 : 当 开 局 未 灯 后 ,至 少 工作 半 个 小 时 后 才能 关闭 ,并 且 要 等 其 冷却 (15 一 
20min) 后方 可 再 次 恰 动 。 为 了 延长 汞 灯 的 使 用 寿命 ,应 尽量 减少 开关 的 次 数 ( 具 体 
痰 光 显 微 镜 的 操作 可 参见 本 书 第 十 四 章 第 二 节 ) 。 

(二 ) 设置 相应 的 扫描 方式 

在 目 视 模式 下 ,调整 所 用 物镜 放大 倍数 ,在 荧光 显微镜 下 找到 需要 检测 的 细胞 。 

切换 到 扫描 模式 ,调整 pinhole 大 小 和 激光 强度 ,得 到 一 个 清晰 的 共聚 焦 图 像 

(三 ) 取得 图 像 结果 

选择 合适 的 图 像 分辨 率 ,再 次 完整 扫描 样品 后 ,保存 图 像 结果 即 可 。 

(四 ) 关闭 仪器 

样品 检测 结束 后 , 先 关 闭 激 光 器 部 分 ,计算 机 仍 可 继续 进行 图 像 和 数据 的 处 理 。 
各 要 退出 整个 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 系统 , 则 应 该 在 激光 器 关闭 后 , 待 其 冷却 过 程 结 
束 后 ,再 关闭 计算 机 及 总 开关 。 


a 


RIL 3D 图 像 


前 面 已 叙述 过 激光 扫描 共聚 焦 显微镜 具有 “细胞 CT” 的 功能 ,因此 , 它 可 以 在 不 
损伤 细胞 的 情况 下 ,获得 一 系列 的 光学 切片 图 像 。 选 用 “Z-Stack” 模 式 , 即 可 实现 此 
项 功能 。 

第 一 ,开启 “Z Stack” 选 项 ，; 

第 二 ,确定 x 轴 扫 描 的 起 始 位 置 和 结束 位 置 , 并 确立 扫描 参数 ， 

第 三 ,利用 三 维 重 构 将 得 到 的 样品 不 同 层面 的 扫描 结果 重组 形成 一 个 三 维 
图 像 。 


四 ,获取 时 间 序 列 图 像 


共聚 焦 显 微 镜 的 “Time-Series” 功 能 ,可 以 自动 地 在 实验 者 规定 的 时 间 内 按照 设 
定 的 时 间 间 隔 获取 图 像 。 只 需 选 择 好 所 需 的 时 间 间 隔 以 及 所 需 的 图 像 数量 ,开启 
“Start T” 功 能 键 , 即 可 进行 实验 ， : 

“时 间 序 列 ” 功 能 大 大 减轻 了 实验 者 的 劳动 强度 ,对 于 荣光 漂白 恢复 , 钙 离 子 成 像 
等 实验 非常 实用 。 
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SOT ERA 


激光 扫描 共 焦 显 微 镜 由 于 其 高 分 状 率 、 高 灵敏 度 、 高 放大 率 等 特点 ,在 细胞 水 平 
上 可 做 多 种 功能 测量 和 分 析 ,成 为 分 析 细 胞 学 的 一 项 重要 研究 手段 。 与 传统 的 光学 
显微镜 相 比 , 它 能 得 到 真正 具有 三 维 清晰 度 的 原色 图 像 ,并 可 探测 某 些 低 对 比 度 或 弱 
荧光 样品 ,直接 观察 各 种 生物 样品 的 弱 自 发 荧光 ,动态 地 测量 Cat, Nat, Mgt 及 
pH 值 等 影响 细胞 代谢 的 各 种 生理 指标 ,对 细胞 动力 学 研究 有 着 重要 的 意义 。 同 时 ， 
激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 可 以 处 理 活 的 标本 ,不 会 对 标本 造成 理化 特性 的 破坏 ,以 更 接 
近 细胞 生活 状态 的 参数 进行 测定 。 因 此 ,激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 常常 用 于 细胞 或 组 
织 内 的 分 子 原 位 鉴定 和 定量 分 析 , 细 胞 及 亚 细 胞 结构 形态 学 观察 以 及 活体 细胞 或 组 
织 功 能 的 动态 监测 ,在 生命 科学 领域 的 分 子 水 平 . 细 胞 及 组 织 水 平 的 研究 中 得 到 广泛 
应 用 。 

激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 主要 的 应 用 包括 以 下 几 个 方面 : 


一 、 细 胞 物理 和 生物 化 学 测定 


CLSM 可 进行 重复 性 极 佳 的 低 光 探测 及 活 细胞 荧光 定量 分 析 。 利 用 这 一 功能 
既 可 对 单个 细胞 或 细胞 群 的 溶 酶 体 、 线 粒 体 .DNA、RNA 和 受 体 分 子 等 细胞 结构 的 
含量 .成 分 及 分 布 进行 定性 、 定 量 及 定位 测定 ,还 可 测定 诸如 膜 电 位 和 配 体 结合 等 生 
化 反应 程度 。 高 灵敏 度 、 快 速 的 免疫 荧光 测定 可 以 准确 监测 抗原 表达 ,细胞 结合 条 
伤 及 定量 的 形态 学 特性 ,以 揭示 诸如 肿瘤 相关 抗原 表达 的 准确 定位 及 定量 信息 。 力 
外 ,还 可 以 对 细胞 的 面积 \ 辣 长 等 参数 进行 日 动 注定 。 


| SEE HS RR ATES 维 重 组 分 析 生 物 结构 

党 助 激光 扫描 其 察 焦 系统 ,可 以 获得 生物 样品 高 反差、 高 分 辩 率 、 高 灵敏 度 的 二 
维 图 像 ; 可 得 到 完整 的 细胞 及 组 织 的 一 系列 光学 切片 ,从 而 得 到 各 层面 的 信息 ,三 维 
重建 后 可 以 揭示 亚 细 胞 结构 的 空间 关系 。 使 用 工具 软件 可 进行 三 维 图 像 重组 ,各 光 
学 切片 被 组 合成 三 维 图 像 ,并 可 从 任意 角度 观察 ,也 可 以 借 勘 改变 照明 角度 来 突出 其 
特征 ,产生 更 生动 鼻 真 的 三 维 效果 。 

= ERIE 


”利用 Flao-3 Indo-1 .Fura-Rad 等 多 种 荧光 探 针 ， 激光 扫描 其 聚焦 显微镜 可 迅速 
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对 样品 的 点 、 线 、 面 进行 扫描 ,测量 单 次 ,多 次 单 色 、 双 发 射 和 三 发 射 光 比 率 ,从 而 对 单 
个 细胞 内 离子 (Ca K Na” .Mg 等) 及 pH 值 等 的 动态 变化 做 实时 定量 分 析 ; 可 
以 定量 探测 胞 内 Ca 对 肿瘤 启动 因子 .化 学 因子 .生长 因子 及 各 种 激素 等 刺激 的 反 
应 ;使 用 双 荧 光 探 针 Fluo-3 和 SNAF 可 同时 测定 Ca “和 pH 值 。 也 就 是 说 ,利用 激 
光 扫 描 共 聚焦 显微镜 能 进行 细胞 生理 信号 的 动态 监测 。 


四 、 奖 光 光 漂 日 恢复 一 一 活 细 胞 的 动力 竺 参数 


KEHA ARE HA (fluorescence recovery after photobleaching, FRAP) ## Hh 
高 强度 脉冲 式 激 光照 射 细胞 某 一 区 域 ,从 而 造成 该 区 域 芝 光 分 子 的 光 滩 灭 ,该 区 域 周 
围 的 非 滩 灭 荧光 分 子 将 以 一 定 速 率 向 受 照 区 域 扩散 ,可 通过 低 强 度 激光 扫描 探测 此 
扩散 速 罕 。 结 合 仪 器 所 带 的 time series 功能 可 测量 分 子 扩 散 率 .恢复 速度 ,并 由 此 
而 揭示 细胞 结构 及 相关 的 机 制 ( 有 基体 参见 本 章 第 六 节 ). 


五 . 胞 间 通 讯 研 究 


动物 细胞 中 由 颖 际 连接 介 导 的 胞 间 通 讯 被 认为 在 细胞 增殖 和 分 化 中 起 非常 重要 
的 作用 。CLSM 可 用 于 测定 相 邻 细胞 间 通 讯 , 测 量 由 细胞 缝 际 连 接 介 导 的 分 子 转 
E , 俩 究 和 肿瘤 月 动因 了 于 和 生长 因 了 于 对 链 除 连接 介 导 的 胞 间 通 讯 的 抑制 作用 ,以 及 胞 内 
Ca’* .pH (8 Al cAMP 水 平 对 缝 际 连 接 的 调节 作用 。 


和 六、 检测 区 光 共 振 能 量 转移 

KGH HE BE E Fk H (fluorescence resonance energy transfer，FRET) 是 指 , 当 两 
个 荧光 基 团 靠 得 非 常 近 时 (一 般 小 于 10nm) ,其 中 一 个 基 团 ( 供 体 ) 的 发 射 光 可 以 用 
来 激发 男 一 个 基 团 ( 受 体 )( 具 体 参见 本 章 第 六 节 )。 这 种 现象 可 以 用 于 证 实 携带 不 同 
奕 光 基 团 的 两 个 分 子 靠 得 很 近 。CLSM 检测 FRET 具有 独特 的 优势 ,利用 其 激光 光 
源 激发 供 体 , 多 通道 同时 检测 双重 (或 多 重 ) 菊 光 信 号 ,并 利用 时 间 扫 描 程 序 检测 荧光 
信号 在 二 维 及 三 维 空间 的 变化 ,利用 其 软件 得 到 定量 测定 曲线 和 数据 。 


七 .细胞膜 流 动 性 测 害 


严 光 膜 探 针 受 到 极 化 光线 激发 后 ,其 发 射 光 极 性 依赖 于 荧光 分 子 的 旋转 ,而 这 种 
有 序 的 运动 目 由 度 依 赖 于 交 光 分 子 周 围 的 膜 流 动 性 ,因此 极 性 测量 间接 反映 细胞 腊 
流动 性 。 这 种 膜 流动 性 测定 在 膜 的 磷脂 酸 组 成 分 析 .药物 效应 和 作用 位 点 。 温 度 反 
应 测定 和 物种 比较 等 方面 有 重要 作用 。 有 些 生产 共 聚 焦 显 微 镜 的 厂商 设计 了 专用 的 
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软件 用 于 对 细胞 膜 流 动 性 进行 定量 和 定性 分 析 ，。 
八 、 FE Bi fee BE BM FE 


许多 重要 的 生活 物质 都 有 其 先 锁 化 合 物 ,在 处 于 先 锁 状态 时 ,其 功能 被 封闭 ,而 
一 旦 被 特异 波长 的 瞬间 光照 射 后 , 光 活 化 解 笼 锁 ,使 其 恢复 原 有 活性 和 功能 ,在 细胞 
的 增值 .分 化 等 生物 代谢 过 程 中 发 挥 功能 。 利 用 CLSM 可 以 人 为 控制 这 种 瞬间 光 的 
照射 波长 和 时 间 , 从 而 来 控制 多 种 生物 活性 产物 和 其 他 化 合 物 在 生物 代谢 中 发 挥 功 
能 的 时 间 和 空间 。 


九 、 烙 附 细 胞 分 选 


美国 Meridian 公司 的 ACAS ULTIMA312 是 目前 对 粘 附 细胞 进行 分 离 筛选 的 
分 析 细 胞 学 仪器 之 一 , 它 对 培养 亚 底 的 粘 附 细 胞 有 两 种 分 选 方法 : 

(1) Coolie-Cutter TM 法 ,该 方法 是 Meidian 公司 专利 技术 , 它 首 先 将 细胞 贴 壁 
培养 在 特制 培养 班 上 ,然后 用 高 能 量 激光 将 欲 选 细胞 四 周 切 割 成 八角 形 几 何 形状 ,而 
非 选择 细胞 则 因 在 八角 形 之 外 而 被 去 除 ,该 分 选 方式 特别 适用 于 选择 数量 较 少 的 细 
胞 诸如 突变 细胞 .转移 细胞 和 杂 PEELE 由 使 对 自 万 分 之 一 钠 府 的 细胞 也 非常 

(2) :激光 消除 法 ， 该 方法 亦 基 于 细胞 形态 及 菊 光 特性 ， 用 高 能 量 激光 自动 杀 灭 不 
需要 的 细胞 , 留 下 完整 活 细 胞 亚 群 继续 培养 ， 此 方法 特别 适 于 对 数量 较 多 细胞 的 
选择 。 


十 、 细 胞 激光 显 微 外 科 及 光 陷 阱 技术 


CLSM 可 将 激光 当 作 “光子 刀 ” 使 用 ， E M SE ARA AO ARIE EFL 切除 线 
粒 体 、 溶 酶 体 等 细胞 器 ,染色体 切 割 . 神 经 元 突起 切除 等 一 系列 网 胞 外 科 手 术 。 有 些 
共聚 焦 系 统 带 有 光 阱 功能 ， 从 而 可 以 移动 细胞 的 微小 颗粒 和 结构 ， PRAT ZRA 
于 染色 体 、 细 胞 器 及 细胞 骨架 动力 学 研究 。 


十 一 EAS Fr Cbiochip) 


Wits ` 片 又 称 为 DNA 微 阵列 ,是 20 世纪 4 90 0 年 代 中 期 发 展 起 来 的 一 项 尖端 
术 。 它 以 玻 厂 、 硅 为 载体 ,在 单位 面积 上 高 密度 地 排列 大 量 的 生物 材料 ,从 而 达到 一 
次 试验 同时 检测 多 种 疾病 或 分 析 多 种 生物 样品 的 目的 。 基 因 芯 片 、 蛋 白 芯 片 等 都 属 
于 生物 芯片 的 范畴 。 所 有 的 微 阵列 上 的 生物 材料 发 射 的 荣光 须 经 扫描 装置 来 分 析 荧 


[INS 
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光 强 度 和 分 布 ,在 这 些 装 置 中 ,激光 共聚 售 扫描 系 统 具 有 优越 的 性 能 ,能 获取 高 质量 
的 图 像 和 数据 。 





第 五 和 LSM 510 META 


履 玉 生物 体 包含 许多 重要 细节 ,为 了 理解 这 些 物 体 之 间 的 关系 ,需要 将 这 些 复杂 
物体 连同 这 些 重 要 细节 一 起 记录 下 来 。 同 时 ,把 记录 所 需要 的 时 间 降 到 最 短 是 非常 
大 键 的 。 

META 这 一 名 称 是 指 激光 扫描 显微镜 学 中 的 一 个 新 量 纲 。 根 据 共 聚 售 原理 和 

多 针 孔 概念 ,该 系统 理想 地 将 成 熟 的 LSM 510 智能 技术 与 META 探测 功能 结合 起 

7 。 AY VA Fy A ray OCH BE íT AO a FG HE AY oh AS pai 析 ,如 FRET, FRAP, FLIM 等 ， 
E 命 科学 人 研究 提供 了 更 加 灵活 多 样 的 方法 。 


一 .LSM 510 META 的 扫描 模 件 


图 15-7 所 示 的 独特 的 扫描 模 件 是 LSM 510 META 的 核心 。 它 含有 电动 准 直 
仪 ,扫描 镜 、 单 独 可 调节 和 可 定位 的 针 孔 和 
局 度 敏 感 探测 仪 (包括 META 探测 仪 )。 
所 有 这 些 元 件 用 来 保证 最 佳 的 标本 照明 和 
对 反射 光 或 发 射 光 的 有 效 收 集 。 高 效 光 栅 
以 一 种 新 型 的 方式 机 META 探测 硕 中 的 
BERT FETE TT SFT HE ERE RE TS FE TE HE iE RK 
射 到 META 探测 器 的 32 个 通道 上 。 这 
RE , 扫 摘 图 像 的 每 一 个 像素 均 可 获取 光谱 
识别 标志 ,然后 可 用 来 进行 数码 分 离 成 数 
Flas 


O 


= LSM 510 META 的 优点 





META KWA: META 荧光 显 微 
镜 系 统 能 比 其 他 显微镜 更 目 由 地 设计 试 
R.: i zl a. me apapap 结 iR 图 像 和 数据 





| 光纤 2 电动 准 直 仪 3 光束 合并 仪 


描 镜 头 7 物镜 镜头 ”13 高 效 光栅 运 今 为 止 , 在 一 个 标本 内 要 将 两 个 葡 


图 15-7 META 扫描 模 件 光标 记 的 辐射 清楚 地 分 离开 来 是 比较 困难 





第 十 五 章 ”激光 扫 摘 共聚 焦 显 微 镜 235 


的 。 如 果 标 记 更 多 ,所 产生 的 问题 就 更 复杂 。 通 常情 况 下 ,可 提供 的 颜料 的 光谱 性 能 
限制 了 实验 的 自由 程度 。LSM 510 META 独特 的 发 射 指 纹 技 术 不 再 需要 用 滤 光 镜 
或 其 他 方法 来 确定 检测 光谱 带 。 采 用 此 项 技术 ,只 需要 三 个 简单 步骤 就 可 以 在 很 大 
范围 内 将 重 到 发 射 光谱 分 离开 来 。 

第 一 ,将 标本 的 光谱 标记 自动 地 记录 在 一 套图 像 一 一 图 库 中 。 

第 二 ,用 ROI 功能 确定 荧光 标记 的 参照 光谱 ,还 可 以 将 它们 保存 在 LSM 图 谱 数 
据 库 中 用 于 以 后 的 试验 。 

第 三 ,执行 “线性 分 离 ” 功 能 ,这 样 可 以 在 参照 光谱 的 基础 上 快速 .方便 、 确 切 、 清 
楚 地 将 荧光 信号 分 离开 来 。 | 

如 果 再 增加 一 只 META 检 波 器 就 可 采用 “后 续 跟 踪 ” 进 行 检测 波 带 的 快速 电子 
转换 。 这 样 就 可 以 检测 到 重合 发 射 波 带 , 从 而 大 大 改善 信号 输出 。 采 用 这 些 功 能 ， 
LSM 510 META 可 以 以 全 新 的 方式 处 理 实验 对 象 ,对 各 种 荧光 信号 进行 清晰 地 识 
别 , 有 效 地 获取 图 像 。 这 是 要 获取 可 靠 结果 的 基本 要 求 , 即 使 许多 染料 混合 在 一 起 也 
是 一 样 ;而 到 目前 为 止 , 还 没有 其 他 技术 可 以 用 来 进行 这 种 分 离 。 

LSM 510 META 一 直 保 留 着 在 LSM 510 中 首创 的 多 真空 概念 ,并 将 这 一 概念 
应 用 到 META 检 波 器 中 。 与 其 他 检 波 器 一 样 ,META 检 波 器 有 自己 的 电动 共 焦 针 
孔 , 可 以 通过 LSM 软件 方便 地 加 以 控制 。 

通过 调节 这 一 针 孔 位 置 和 直径 可 以 得 到 适合 所 需要 的 探测 波 带 。 这 一 方面 保证 
了 由 标本 所 发 射 或 反射 的 光 尽 可 能 被 完全 捕获 ; 另 一 方面 ,同时 使 用 各 种 检 波 器 ,多 
标签 标本 的 荧光 信和 号 可 以 从 同一 平面 上 被 收集 起 来 。 在 以 最 佳 信 品 比 的 三 维 构建 实 
验 中 ,这 种 能 力 对 结果 来 说 是 至 关 重 要 的 。 

正 因 为 META 有 着 如 此 多 的 卓越 之 处 ,所 以 在 研究 中 , 它 的 优势 是 其 他 类 似 系 
统 无 法 比拟 的 : 

第 一 ,LSM 510 META 的 各 种 功能 为 研究 提供 了 众多 的 新 途径 ,不 受 现 有 系统 
的 限制 。 现 在 可 以 非常 容易 地 对 那些 随 着 时 间 和 细胞 内 部 不 同 工 作 过 程 而 改变 其 光 
谱 特 征 的 染料 进行 研究 ,如 FRET 对 各 种 离子 指示 剂 。 大 范围 重奏 的 放射 光谱 ,如 
CFP.GFP. YFP, # #42 GFP 和 FITC, 以 及 那些 目前 还 无 法 分 辨 成 分 的 混合 染料 现 
在 可 以 被 分 离开 来 了 。 

第 二 ,LSM 510 META 可 以 适应 不 同 的 应 用 要 求 和 各 种 用 户 的 环境 特制 ,其 扫 
描 方式 可 以 对 具体 的 不 同 问题 提供 相应 的 解决 方案 。 除 了 各 种 获取 模式 ,还 可 以 使 
用 其 多 种 功能 进行 有 效 地 定性 或 定量 分 析 ,制作 文件 并 存档 。LSM 图 像 数 据 库 不 但 
能 保存 图 像 而 且 能 保存 用 来 获取 图 像 的 系统 参数 。 只 要 用 鼠标 在 ReUse 键 上 点 击 
一 下 ,就 可 以 恢复 这 些 参数 ,从 而 在 任何 时 候 以 相同 的 条 件 重复 试验 。 基 于 这 种 灵活 
性 ,LSM 510 META 构筑 了 一 个 可 应 用 于 任何 生物 医学 研究 的 工作 站 。 

第 三 ,制造 商 可 以 为 用 户 提供 一 个 由 完全 匹配 的 部 件 构 成 的 系统 , 即 这 些 部 件 可 
以 根据 需要 先 合 并 起 来 ,以 后 再 扩展 。 已 经 安装 了 LSM 510 的 系统 只 要 对 现场 的 新 ， 
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检 波 模 件 改 型 便 可 以 随时 被 转换 成 LSM 510 META, MAW CS OLR. PA H 
和 接口 还 可 以 逐渐 扩大 功能 从 而 实现 其 他 测量 方法 。 如 采用 荧光 相关 光谱 (FCS)、 
多 光子 显 微 或 者 荧光 寿命 成 像 显 微 (FLIM) 对 分 子 的 相互 作用 进行 测量 。 只 要 对 软 
件 进行 升级 ,就 能 很 容易 地 获取 新 的 扫描 和 分 析 方 法 ，。 


= LSM 510 META 的 操作 过 程 


采用 LSM 510 META 的 发 射 指 纹 ,可 将 复杂 的 荧光 信号 分 离 ( 即 使 采用 大 范围 
重要 的 发 射 光 谱 )。 它 由 三 个 步骤 构成 : 

步骤 1: 采 用 入 存储 栈 来 获得 完整 的 荧光 发 射 。 获 取 一 个 入 存储 栈 来 记录 标本 
的 光谱 特征 ,这 个 步骤 在 最 小 时 间 内 完成 , 它 不 但 对 娇贵 的 标本 伤害 很 小 ,而 且 可 以 
可 靠 地 捕获 到 快速 的 动态 过 程 。 如 彩 图 48 所 示 ( 见 彩 页 15), 

步骤 2: 采用 Mean-of-ROI 来 确定 参考 光谱 。 采 用 Mean-of ROI 功能 来 确定 参 
考 光谱 ,这 种 参考 光谱 可 以 锌 储存 在 LSM 510 META 的 光谱 数据 库 内 ,用 来 进行 后 
续 的 实验 。 如 彩 图 49 和 彩 图 50 所 示 ( 见 彩 页 15). 

步骤 3 :进行 "直线 混合 成 分 分 离 ”。 采 用 标本 中 的 每 个 荧光 标识 的 整个 发 射 光 
谱 ， 直 线 混合 成 分 分 离 ? 功 能 即 可 通过 智能 规则 系统 对 混合 信号 进行 一 个 像素 一 个 
像素 地 分 离 。 作 为 结果 ,即使 是 重重 很 大 的 发 射 光 谱 , 如 GFP Al FITC 发 射 光谱 ,都 
能 安全 地 被 分 离 ,宽带 自发 奕 光 可 以 被 可 徘 地 除去 。 采 用 全 新 的 发 射 指 纹 法 解决 了 
本 来 不 可 解决 的 信号 重 全 问题。 如 彩 图 51 和 彩 图 52 所 示 ( 见 彩 员 16》。 


— .FRAP/FLIP 


FRAP( 光 漂白 后 荧光 恢复 ) 即 为 在 光 漂 白 后 观察 样本 特定 区 域 中 的 荧光 恢复 情 
” 况 。FRAP 是 由 没有 漂白 的 荧光 团 由 周围 进入 漂白 区 引起 的 ,可 以 用 来 测量 稳定 分 
子 在 特定 区 域 的 运动 特性 。 分 子 运 动 包括 细胞 膜 上 或 者 细胞 内 效 光 标记 的 分 子 的 扩 
散 .转移 或 其 他 类 型 的 运动 。 

FRAP 原理 :如 图 15-8 所 示 ,在 进行 FRAP 实验 时 ,一 个 区 域 ( 如 用 荧光 标记 的 
细胞 表面 ) 先 用 低 强 度 激 光 成 像 , 然 后 用 高 强度 激发 光 脉 冲 对 指定 区 域 进行 强烈 扫描 
漂白 ,如 衍射 限制 点 ,小 漂白 ROI. 视 场 内 平行 光 带 的 直线 型 。 最 后 ,在 漂白 区 域 的 
恢复 过 程 中 来 用 time series 模式 用 低 强 度 激光 成 像 。 
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图 15-8 FRAP 实验 原理 


FRAP 的 恢复 时 间 ( 或 半 恢 复 时 间 ) 可 说 明 菊 光 分 子 运 动 ( 如 被 动 的 扩散 或 分 子 
目 发 积极 的 移动 ) 的 运动 特性 ,如 扩散 速度 等 量 纲 。 

FLIP( 光 深 日 中 的 灾 光 损失 ) 是 指 一 个 局 域 被 重复 漂白 后 ,与 其 相 邻 的 男 外 一 个 
指定 区 域内 突 光 的 减少 或 消失 。 与 FRAP 一 样 ， FLIP 被 用 来 测量 旬 胞 膜 或 活 细胞 
内 分 子 运动 的 力度 。 


aad RS 


集 日 质 或 其 他 分 子 在 活 细胞 内 互相 结合 的 时 间 和 地 点 是 了 解 它们 功能 的 关键 问 
硕 。 要 回答 这 一 问题 ,需要 将 重 白 质 标 上 不 同 的 区 光 基 团 。 但 是 ,光学 显微镜 由 于 受 
到 光学 分 辨 率 的 限制 ,因此 其 对 和 蛋白 质 的 探测 精度 只 能 在 0. 2um 左右 。 要 研究 蛋白 
质 成 分 的 相互 物理 作用 ,需要 较 高 的 分 辨 率 。 

KH LSM 510 META 可 进行 荧光 能 量 共 振 转 移 试 验 一 一 FRET。 

(一 ) FRET Fh # 

FRET WiK FA AE BC VET E , FE GEA A SB AA SE 79 7 UT (1 ~ 10nm) ,将 光 
F HE A — AS h EY eG A CHE AS) eB BI — PS REA CSA). ON 15-9 和 图 
15-lOPRAN. KH FRET, 可 以 解决 超过 光学 显微镜 光学 显 微 限度 的 分 子 相 对 邻近 度 
问题 ,请 如 : 





Ex 
ORD 
F Em OK m 
4 
# 
CFP Z MR HMR IER IK. e t CFP 受 激发 光 激 发 ,而 且 此 时 CFP 5 YFP 非常 接近 (1 一 
CFP Æ YFP 的 距离 比较 迁 , 约 为 10nm 或 10nm) 。 于 是 CFP 将 能 量 转移 到 YFP 中 ,从 而 使 得 没有 
10nm A E. YFP RA SEMA. Ale th 目 接 受 激 发 光 激 发 的 YFP 发 射 荧 光 , 而 CFP 本 身 的 发 射 


不 发 射 荧光 EEE 3) 
图 15-9 受 体 与 供 体 慢 慢 靠近 图 15-10 ”光子 能 量 慢 慢 转移 
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(1) 两 个 蛋白 质 间 的 分 子 相 互 作用 ;” : 
(2) 一 个 分 子 内 部 (如 酶 活动 能 力 .DNA/RNA 形态 ) 的 结构 变化 ; 
(3) 像 CFP-YFP Cameleon 这 样 特别 的 FRET 工具 的 离子 浓度 。 

受 激发 后 的 荧光 团 ( 供 体 ) 将 受 激 
发 的 电子 转移 到 另 一 个 荧光 团 ( 受 
体 ), 这 种 能 量 的 转移 是 非 放 射 性 的 ， 
主要 是 供 体 和 受 体 之 间 的 侦 极 -- 偶 极 
同 的 相互 作用 。 上 自前 只 发 现 有 少数 几 
| 个 荧光 基 团 对 适合 进行 FRET 实验 。 
| FRET 1 因为 ,除了 其 他 必要 条 件 ( 如 偶 极 子 定 
”mm 向 .足够 的 荧光 寿命 ), 供 体 发 射 光谱 

| | 还 必须 将 受 体 的 激发 光谱 重合 起 来 ， 
pgs ETJ 如 图 15-11 所 示 。 常 见 的 FRET 对 是 
CFP/ YFP, BFP/GFP, GFP/Rhoda- 
mine, FITC/Cy3., 





A ky 


15-11 CFP/YFP FRET 能 量 图 


(二 ) AA RAE RH FRET 

PRR He HERE A J (GFP) ak FF AY D 96 E A a CF Ps) Xf FRET 实验 非常 有 帮助 。 
它们 可 以 以 基因 方法 融合 到 有 关 和 蛋白 质 中 去 并 且 在 细胞 中 表达 ,使 它们 成 为 蛋白 质 
在 活 细胞 中 本 地 化 的 极 好 报告 系统 。 绿 色 痰 光 蛋 日 可 以 提供 不 同 光谱 特性 的 增强 型 
FP ER. | 

用 青色 的 CFP 作 供 体 、 黄 色 的 YFP 作 受 体 是 最 适合 做 活 细胞 FRET 实验 的 , 因 
为 CFP ZS CHS AB a BR YFP 激发 光谱 ,如 图 15-12 FR. 

激发 光谱 BOR FET 

413 458 514 475 527 





15-12 CFP/YFP 光谱 图 


CFP( 供 体 ) 受 到 激发 ,但 是 大 多 数 能 量 不 会 引起 青色 发 射 光 , 而 是 被 传送 到 
YFP( 受 体 ), 因 此 所 产生 的 发 射 光 主 要 是 黄色 的 。 

(三 ) 检测 FRET 的 方法 

目前 有 几 种 不 同 的 方法 用 来 检测 FRET。 所 有 这 些 方法 都 可 以 用 LSM 5 PAS- 
CAL 或 LSM 510 来 进行 。 
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普通 滤 光 镜 FRET :对 供 体 、 受 体 和 FRET( 供 体 激 发 和 受 体 发 射 ) 采 用 单独 的 滤 
光 镜 /放射 带 配 置 来 获得 相应 的 图 像 或 时 间 系 列 。 如 果 采 用 FRET, HR E y S 
受 体 和 FRET 信和 号 增强 

受 体 深 日 :利用 供 体 、 受 体 光 路 配置 来 获取 单独 的 图 像 或 时 间 序 列 。 如 果 采 用 
FRET, 受 体 漂白 后 , 供 体 信 号 增强 。 如 图 15-13 所 示 。 





FRET( 受 体 漂 白 前 ): 供 体 信 号 减弱 , 受 体 增强 
aiii ) :无 受 体 , 供 体 信 号 增强 
上 15-13 FRET 原理 


在 LSM 510 META 共聚 焦 系 统 中 ,Zeiss 公司 引进 了 一 种 全 新 的 方法 使 FRET 
实验 更 加 方便 可 靠 , 也 使 得 LSM 510 META 对 FRET 实验 更 加 理想 。“Lambda 图 
库 ” 的 放射 指纹 和 用 于 荧光 信和 号 清楚 分 离 的 “线性 分 离 ” 保 证 了 较 大 的 动态 范围 和 较 
好 的 信 品 比 , 从 而 使 FRET 检 波 敏感 度 比 普 通 检测 方法 更 高 。 


第 七 六 ”应 用 于 激光 共聚 焦 的 新 技术 


在 共聚 焦 技术 的 发 展 过 程 中 ,单一 的 共聚 焦 技术 已 经 不 能 满足 当今 实验 的 需要 ，。 
于 是 出 现 了 整合 在 共聚 焦 技术 上 的 一 些 其 他 手段 。 这 些 新 技术 在 一 定 程度 上 弥补 了 
共 肾 焦 技术 的 不 足 , 两 者 的 结合 应 用 使 得 成 像 技 术 更 加 完善 。 


RN 


AA 1998 年 OLYMPUS 推出 了 世界 上 第 一 台 商 业 用 全 内 反射 菊 光 显微镜 (to- 
tal internal reflection fluorescence microscopy, TIRFM) 以 来 ,这 种 非常 特殊 的 光学 
技术 目前 已 经 被 细胞 生物 学 家 和 神经 科学 家 广泛 应 用 ,使 用 该 技术 可 以 用 于 单 分 子 
观察 和 细胞 膜 相 关 研 究 。 

如 图 15-14 所 示 ,TIRFM 技术 依赖 于 和 斜 射 光线 在 两 种 不 同 折射 率 光学 介质 表面 
产生 的 极 浅 的 隐 失 波 。 该 效应 产生 的 条 件 是 人 射 介质 折射 率 大 于 折射 介质 ,并 且 和 斜 
尉 照 冉 到 光学 界面 时 入 射 角 大 于 全 反射 临界 角 。 残 余 的 隐 失 波 扩散 进入 低 折射 率 介 
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质 , 并 且 随 看 扩散 深度 的 增加 , 光 强 成 指数 递减 。 利 用 隐 失 波 极 浅 的 穿 透 性 ,可 以 在 
光学 表面 100nm 以 内 照明 和 激发 
灾 光 染料 ,因此 几乎 完全 排除 了 细 
胞 体内 的 目 发 荧光 干扰 ,与 传统 欧 
光照 明 技 术 相 比 , 极 大 地 改善 了 图 


像 的 信 噪 比 。 

se i 全 内 反射 荧光 显 微 技术 可 以 用 
来 实现 对 单个 荧光 分 子 的 直接 探 
as 测 。 它 利用 全 内 反射 产生 的 隐 失 波 


kd 
从 >} Wo a - SIEN NENE TEN ere 
i : 
a yt a; à i 
ewp co ed dd ad er tire oer "pie 
7 me ‘rv > ra j 


p 照明 样品 ,使 照明 区 域 限定 在 样品 
FTPa e 表面 的 一 薄 层 范围 内 ,因此 具有 其 
THAT Dy 他 光学 成 像 技 术 无 法 比拟 的 高 信 品 
Eee 比 和 对 比 度 ,近年 来 已 被 生物 物理 
‘ Reflection 4 i F. E Å F 家 们 沁 应 用 于 PA 分 F 的 We I 成 

(n=1.518) ve Angle a — (Sct | 

aie TRIMAA 在 光 的 折射 和 反射 过 程 中 ,如 
未 光束 以 大 于 临界 角 的 角度 人 射 到 液体 介质 中 ,光束 会 全 部 反射 回 玻璃 中 。 根 据 经 
典 几 何 光学 原理 , 光 发 生 全 反射 , 光 会 在 玻璃 界面 上 完全 反射 而 不 进入 液体 溶液 中 ， 
堵 么 它 不 会 对 细胞 进行 照明 。 而 实际 上 , 光 具 有 波 粒 二 相 性 ,由 于 波动 效应 ,仍然 会 
有 一 小 部 分 能 量 穿 透 到 液体 介质 中 ,这 就 是 所 谓 的 隐 失 波 。 在 “ 近 场 ”情况 下 , 光 沿 平 
人 界面 传播 。 这 种 “ 隧 穿 效应 ”可 以 通过 绝缘 介质 表面 的 电磁 场 麦 克 斯 韦 方程 组 来 解 
出 。 由 全 内 反射 产生 近 场 激发 照明 之 后 ,利用 共聚 焦 或 宽 场 去 取 像 , 即 构成 荧光 标记 
全 内 反射 灾 光 显微镜 。 全 内 反射 显 微 成 像 是 采用 隐 失 波 照明 。 隐 失 波 的 特点 是 在 平 
行 界面 方向 以 行 波 场 方式 传播 ,在 垂直 界面 方向 则 是 一 个 指数 衰减 场 。 所 以 这 种 显 
做 成 像 报 术 成 像 的 视野 开阔 ,同时 探测 样品 的 厚度 却 很 薄 , 约 为 100nm 级 ,可 以 将 背 
景 光 减 小 到 极 低 的 水 平 。 

全 内 反射 应 用 的 核心 问题 是 制作 与 电子 显 微 术 切片 尺寸 相当 的 光学 切片 。 与 共 
聚焦 技术 相 比 , 单 光 子 或 双 光 子 的 共聚 焦 系 统 层 析 深 度 分 别 为 约 500nm 和 的 
800nm, ,而 全 内 反射 显 微 术 典型 的 垂直 照明 深度 小 于 100nm。 这 么 薄 的 光学 切片 意 
味 看 信 品 比比 共聚 焦 系统 好 得 多 ,细胞 的 光 损 伤 和 光 漂 白 也 很 小 。 此 外 TIRFM 图 
像 是 通过 电荷 耦合 器 件 CCD 相机 来 捕获 的 。 这 种 仪器 很 灵敏 ,成 像 速度 很 快 (很 少 
有 CCD 相机 兼 有 以 上 两 个 优点 ), 目前 可 达到 的 量子 产 率 已 到 80% ,成像 速率 约 
200Hz( 帧 /s)。 当 对 活 细 胞 成 像 时 ,为 了 达到 单 分 子 级 的 灵敏 度 或 是 为 了 减少 曝光 
时 间 , 需 要 采用 图 像 增强 器 。 

但 是 ,TIRFM 并 不 是 万 能 的 。 共 聚焦 显微镜 能 够 对 细胞 和 光 漂 白 区 域 进行 深 
度 三 维 成 像 。 实 际 上 ,TIRFM 不 可 能 做 到 深度 层 析 成 像 , 它 是 一 种 后 补 成 像 方 法 ， 


7 
ey, 








第 十 五 章 OLHIA FER E ie a Be 24] 


它 可 以 和 别 的 显 微 术 结合 起 来 ,例如 明 场 显 微 术 KEAR .共聚 焦 显 微 术 .原子 力 
显 微 术 和 区 光 寿 命 成 像 显 微 术 等 ,达到 特殊 要 求 的 成 像 效 未 。 


二 多 扫描 模块 系统 


这 种 系统 显著 的 特点 就 是 应 用 两 束 激光 进行 刺激 和 扫描 成 像 同步 的 双 扫 系统 
(SIM Scanner) 。 当 一 束 激光 对 样品 进行 刺激 的 同时 , 另 一 束 激光 同时 采集 到 高 分 辨 
率 的 图 像 。 提 供 刺 激 的 激光 与 进行 扫描 的 激光 共同 为 FRAP, FLIP 和 光 转 化 实验 提 
供 理想 的 实验 平台 。 

Olympus FluoView FV1000 共聚 焦 显 微 镜 正 是 这 种 新 型 的 点 扫描 ,点 探测 共 娶 
焦 显 微 镜 。 除 了 双 扫 系统 外 ,该 系统 用 高 效 离子 沉积 镀膜 技术 的 滤 光 片 ,增加 了 系统 
的 灵敏 度 , 同 时 高 速 的 扫描 振 镜 与 光谱 分 光 检 测 装置 的 结合 ,使 光谱 成 像 的 分 辩 率 可 
以 精确 到 2nm。 它 能 够 对 多 染 标 本 进行 多 达 四 个 通道 的 荧光 采集 成 像 。 在 该 系统 
中 ,波长 选择 和 激光 强度 控制 方便 灵活 ,采用 先进 的 声 光 可 调 滤波 器 (AOTF) 技 术 ， 
最 大 程度 地 简化 了 激发 波段 的 选择 ,有 效 地 避免 了 标本 的 荧光 衰减 和 不 同 染 料 荧 光 
的 光谱 交叉 干扰 ,因此 减少 了 成 像 过 程 中 对 活 细胞 的 损伤 ,同时 满足 了 活 细 胞 对 成 像 
系统 提出 的 高 速度 与 高 敏感 度 的 要 求 。 


= FEET FE HR BY A ok Ft A BE 


Olympus DSU (Disk Scanning Unit RA Ath #00) EM RAN AERA 
破 性 改进 , 当 该 转盘 以 3 000rp/s 的 速度 旋转 时 ,其 上 的 狭 颖 条 纹 会 形成 虚拟 的 共 育 
焦 针 了 筷 (pinhole)。 这 种 功能 设计 平衡 了 共聚 焦 性 和 高 光 通 量 , 所 以 该 系统 可 以 使 用 
弧 光 灯 作 为 光源 ,提高 更 佳 信 噪 比 , 而 且 与 激光 共聚 焦 显 微 镜 相 比 ,荧光 染料 激发 光 
的 选择 范围 更 广泛 。DSU 可 以 同时 适用 于 正 置 显微镜 和 倒置 显微镜 ,与 电动 显微镜 
搭配 组 成 理想 的 电动 Z- 层 亚 图 像 .3D 图 像 分 析 系 统 。 同 样 , 正 置 水 浸 式 电 生 理 显 微 
镜 及 全 系列 的 水 浸 式 物镜 都 适用 于 该 系统 。 

(1) 可 以 在 最 小 能 量 的 激发 光 下 高 速 获取 图 像 , 因 此 十 分 适 于 活 细 胞 人 研究 。 

(2) 通过 计算 机 可 以 全 目 动 地 控制 扫 摘 盘 进 出 光路 和 通过 内 置 滤 光 镜 转换 项 泪 
光 片 ,操作 十 分 容易 。DSU 可 以 选择 5 种 不 同 宽 度 狭 锋 和 间隔 的 转盘 ,在 不 同 数值 
孔径 物镜 和 不 同 厚 度 标 本 下 都 可 以 获取 最 优化 的 图 像 . 

(3) AUF ROPE A. DSU 的 优化 设计 可 以 非常 理想 地 应 用 于 350nm 激 
发 光 , 同 时 从 近 紫 外 到 近 红 外 都 可 以 提供 极 佳 的 性 能 。DSU 6 可以 使 用 标准 的 
Olympus 激 发 块 作为 激发 系统 。 

(4) 可 以 获取 从 10X 到 100X HERRER. 
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(5) 方便 切换 共聚 焦 光 路 。 
(6) 照明 系统 内 置 视 场 光 阑 ,可 以 有 效 地 控制 照射 标本 范围 。 


BND Mt StF AKAMA 


— FRIGHT PEA H H R AR Oe GL EY Je BR 


在 进行 生物 样品 的 研究 工作 中 , 单 光子 激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 有 很 多 局 限 和 问 
题 。 比 较 突 出 的 有 以 下 两 点 : 

1. 记 染料 的 光 漂 白 

因为 pinhole 必须 足够 小 以 获得 高 分 辨 率 的 图 像 ,而 pinhole 过 小 又 会 阻挡 掉 大 
部 分 从 样品 发 射出 来 的 荧光 ,包括 从 焦 平 面 上 发 出 的 荧光 。 相 应 地 ,激发 光 必须 足够 
强 以 获得 足够 大 信和 虞 比 , 而 高 强度 的 激光 会 使 染料 在 连续 扫描 的 过 程 中 迅速 寝 色 。 
通常 ,荧光 信号 会 随 着 扫描 进程 的 进行 变 得 越 来 越 弱 。 

2. 光 毒 作用 

在 激光 的 照射 下 ,许多 荧光 分 子 会 产生 诸如 单 态 氧 或 自由 基 等 细胞 毒素 ,所 以 实 
验 中 要 限制 扫描 时 间 和 激发 光 的 功率 密度 以 保持 样品 的 活性 。 

因此 , 双 光 子 ( 多 光子 ) 共 聚焦 技术 便 应 运 而 生 。 


二 、 双 光子 (多 光子 ) 激 光 理论 基础 


虽然 单 光 子 吸收 的 作用 几率 最 大 ,但 是 如 果 ? 个 低能 量 ( 长 流 长 ) 光 子 同 时 到 达 ， 
并 且 满 足以 下 等 式 , 就 可 以 以 一 定 的 几率 激发 分 子 ，; 


(ESE) Sh Q/A + 1/azg Fe + 1 /A,) 


式 中 , (CE, 一 E。) 是 激发 分 子 所 需 的 能 量 ;41，…,4, 是 单个 光子 的 波长 。 如 ， 
NADH 酶 在 350nm 的 光 激 发 下 产生 450nm 的 荧光 ,而 在 双 光 子 激发 情形 下 , 需 同 时 
吸收 两 个 700nm 的 光子 才能 产生 450nm 的 荧光 。 

双 光 子 吸收 几率 比 单 光子 小 得 多 ,与 光 强 的 平方 成 正比 。 光 强 表示 单位 面积 上 
的 光 功 率 ,因此 ,具有 高 峰值 功率 和 高 聚焦 能 力 的 超 短 脉冲 激光 器 是 理想 光源 。 
图 15-15 为 该 种 激光 器 发 出 的 飞 秒 (fs) 激 光 示 意图 。 

飞 秒 激光 是 一 种 以 脉冲 形式 运转 的 激光 ,持续 时 间 非 常 短 ,只 有 几 个 飞 秒 ,一 飞 
秒 就 是 10 -5 秒 。 它 比 利 用 电子 学 方法 所 获得 的 最 短 脉冲 要 短 几 千 倍 ,是 人 类 目前 在 
实验 条 件 下 所 能 获得 的 最 短 脉冲 ,这 是 飞 秒 激光 的 第 一 个 特点 。 飞 秒 激光 的 第 二 个 
特点 是 具有 非常 高 的 瞬时 功率 ,可 达到 百 万 亿 瓦 , 比 目 前 全 世界 发 电 总 功率 还 要 多 出 
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百倍 。 飞 秘 激光 的 第 三 个 特点 是 , 它 能 聚焦 到 极 小 的 空间 区 域 ,从 而 使 电磁 场 的 强度 
比 原子 核对 其 周围 电子 的 作用 力 还 要 高 数 倍 ， 


频率 (Mhz) 


fo | 峰值 功率 (kW ) 





时 fa 
图 15-15 超 短 脉冲 激光 波形 


三 、 双 泡子 ( 多 光子 ) 激 光 成 像 原理 


如 图 15-16 所 示 , 单 光 子 和 双 光 子 激 光 分 别 聚 焦 在 样品 上 。 





单 光 子 
15-16 ” 双 光 子 单 光子 聚焦 对 比 


由 此 可 知 , 在 单 光 子 吸收 过 程 中 , 当 激 光束 聚焦 在 样品 中 的 一 点 时 ,由 于 单 光子 
的 吸收 几率 较 大 ,会 在 样品 的 整个 受 光 部 分 产生 效 光 。 而 在 多 光子 吸收 情况 下 ,发 射 
灾 光 只 能 在 激光 束 的 焦点 或 附近 产生 。 所 以 相对 来 讲 , 双 光子 的 精度 更 高 ,而 且 , 由 


于 避免 了 非 聚 焦点 荧光 的 干扰 ,因此 不 需要 pinhole 滤 光 。 检 测 器 可 以 直接 精确 地 
检测 到 定点 部 位 的 信号 ,从 而 大 大 提高 成 像 亮 度 和 信和 了 噪 比 。 


四 IEF E RE ie BY 





CL) 避免 了 使 用 紫外 光 以 及 复杂 的 紫外 波段 物镜 和 紫外 光学 元 件 。 
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(2) 具有 较 浴 的 传播 距离 ,可 对 浑浊 样 操 表面 以 下 较 深 处 (之 200pm) 成 像 . 

(3) KP BRA BR A E A BOE ae AT A ERA Se PAE A a BOE 

在 实际 应 用 中 , 单 光 子 和 双 光 子 共 聚焦 系统 拥有 各 自 的 优 缺点 。 应 该 根据 实验 
的 第 要 来 选择 合适 的 实验 方法 和 仪 絮 。 


第 九 节 ”注意 事项 及 维护 保养 


(1) 仪器 环境 周围 要 远离 电磁 辐射 源 。 

(2) 环境 无 震动 ,无 强烈 的 空气 扰动 。 

(3) 室内 具有 遮光 系统 ,保证 荧光 样品 不 会 被 外 源 光 漂白 。 

(4) 环境 清洗 干净 。 

(5) 工作 温度 在 5C~45C, 

激光 扫描 共聚 焦 显 微 镜 安装 在 万 级 无 菌 室 中 ,可 保证 温度 .湿度 恒 定 ,环境 洁净 ， 
并 且 配 以 超 稳 防震 台 以 避免 微小 震动 对 实验 结果 造成 影响 ， 
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活 细 胞 显 做 成 像 拉 术 是 饶 究 细胞 运动 .分 裂 和 命运 的 必要 手段 。 在 细胞 整体 水 
TREA EESAN EAT nd me dol 合 运 直接 观测 ,对 细胞 的 分 
袋 过 程 及 纺 本 进行 跟踪 记录 ;在 亚 细 胞 水 平 ,能 够 观察 细胞 器 如 线粒体 .内 质 网 .高 尔 
基体 和 染色 体 等 在 细胞 周期 及 角 胞 执 体 生 理 功能 中 的 动态 变化 ;在 分 子 水 平 , 能 够 直 
接 观 察 单 个 堡 日 质 分 子 在 细胞 内 的 动态 定位 和 代谢 过 程 CTIRE 单 分 子 荧光 检测 )， 
人 奶 躁 细胞 内 集 日 质 的 合成 .转运 和 降解 (FRAP RE KVR AS orl). WM RE FE A RE 
日 质 间 的 相互 作用 (FRET 荧光 共振 能 量 转移 )。 它 是 细胞 生物 学 .分子 生 物 学 .遗传 
学 、 侈 疫 学 .神经 生物 学 和 生理 学 等 学 科 中 十 分 重要 的 实验 技术 之 一 。 


ST 活 细 胞 菊 光 工作 站 


活 细 胞 光学 显 微 成 像 技 术 中 的 主要 仪器 是 活 细胞 荧光 工作 站 。 它 由 以 下 几 个 部 
分 组 成 : 灾 光 激发 和 显 微 成 像 系统 .图像 信 号 采集 系统 、 环 境 控制 系统 、. 光 损 伤 控制 系 
统 .计算 机 控制 和 信号 处 理 系统 ,还 包括 显 微 操 作 系统 等 附属 部 分 ,如 图 16-1 所 示 。 





16-1 活 细胞 工作 站 
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一 、 灾 光 激 发 和 显 微 成 像 系 统 


活 细胞 工作 站 的 效 光 激发 和 显 微 成 像 系统 一 般 是 建立 在 一 台 研 究 级 的 倒置 显 微 
镜 上 。 根 据 荧光 激发 方式 和 显 微 成 像 原理 的 不 同 , 活 细 胞 显 微 成 像 系统 可 分 为 三 类 。 
最 常用 的 是 传统 奖 光 显微镜 所 用 的 奖 光 激发 和 成 像 方式 ,该 方式 中 的 显微镜 物镜 能 
收集 标本 全 景深 所 发 出 的 奖 光 ,所 以 又 称 为 宽 视野 显 微 成 像 系统 (widefield micro- 
scopes) 。 为 外 两 种 各 是 激光 共聚 焦 显 微 镜 的 灾 光 激发 成 像 方 式 , 分 别 为 扫描 共 肾 焦 
显 微 成 像 系统 (scanning confocal microscopes) 和 转盘 共聚 焦 显 微 成 像 系统 (spin- 
ning disk confocal microscopes), 

(一 ) 宽 视野 显 微 成 像 系统 

客 视 野 显 微 成 像 系统 光路 如 图 16-2 所 示 。 光 源 发 射 全 波段 光线 ,经 过 棱镜 的 反 
射 和 过 滤 ,照射 到 标本 上 ,激发 次 光 重 日 发 出 相应 奖 光 ， 
再 由 CCD UR RG Ss. A AR GU AE RT TUT o 
AIT AN ABS RAHI. AM EAE A eB 
的 不 同 波长 激发 光 , 工 作 站 系统 应 根据 需要 配备 相应 的 
荧光 激发 棱镜 和 荧光 滤 片 。 当 标本 中 的 荧光 重 日 需要 
不 同 波长 的 激发 光 时 ,一般 通 过 改变 激发 棱镜 和 滤 色 片 
来 实现 ,这 时 需要 考虑 棱镜 和 滤 色 片 的 更 换 速 度 。 滤 色 
片 转 轮 和 单 色 仪 的 使 用 ,大 大 提高 了 波长 转换 的 速度 。 
单 色 仪 用 息 灯 (Xe) 作 为 光源 ,能 连续 提供 300 一 700nm 
间 任 何 波长 的 激发 光 。 单 色 仪 提供 的 激发 光波 长 更 精 

图 16-2 宽 视野 腊 微 成 像 ” 确 、 带 宽 更 罕 , 而 且 ,不同 波 长 的 转换 不 需 更 换 任 何 光学 

系统 光路 示意 图 。 元 件 , 使 更 换 的 速度 大 为 提高 ,只 需 2~3ms, 

宽 视野 的 荧光 激发 系统 是 洛 细 胞 成 像 过 程 中 成 本 最 低 的 荧光 激发 系统 。 由 于 光 
束 能 量 较 低 , 光束 较 宽 , 不 能 用 于 人 工 荧光 济 灭 
(photobleaching) 类 的 实验 ,如 FRAP 等 。 

(二 ) 扫描 共 焦 显 微 成 像 系统 


扫描 共 闵 显 微 成 像 系 统 光路 如 图 16-3 所 示 ， 激 
光 共 聚焦 显微镜 的 物镜 和 到 光 镜 同 时 聚焦 到 一 点 , 因 
此 称 为 共聚 铬 点 。 该 系统 以 激光 作为 光源 ,利用 一 组 
针 孔 使 一 瞬间 只 有 很 少 一 部 分 光线 进入 光路 ,激发 出 
E, 荧光 将 通过 检测 器 前 的 另 一 组 针 扎 后 成 像 , 以 保 

只 有 来 自 焦 平面 的 光 成 像 ,而 来 自 焦 平面 以 外 的 散 
贡 光 者 被 针 也 挡住, 从 而 得 到 清晰 的 图 人 由 于 能 够 ”图 163 RAR RM 
通过 计算 机 程序 控制 来 自动 改变 观察 的 焦 平面 ,因此 系统 光路 未 意图 
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可 以 借助 “光学 切片 ?来 观察 样品 内 部 结构 ,将 通过 改变 焦点 获得 的 一 系列 样品 不 同 
光 切 面 上 的 图 像 ,经 过 至 加 后 便 可 重 构 出 样品 的 三 维 结构 。 扫 描 共 焦 显 微 成 像 系统 
目前 已 经 成 为 活 细胞 成 像 技术 中 常用 的 设备 。 由 于 共 焦 系统 可 以 将 激发 光 的 照明 点 
限制 在 很 小 的 区 域 , 因 此 ,诸如 FRAP(Cfluorescence recovery after photobleaching) 
fil FLIPCfluorescence lost in photobleaching) 等 荣光 漂白 实验 可 以 通过 这 个 平台 轻 
松 实现 。 当 然 ,扫描 共 焦 显 微 成 像 系统 也 和 存在 一 些 缺 陷 , 如 采用 激光 作为 激发 光源 ， 
激发 光 的 波长 则 受 限于 所 用 的 激光 等 。 另 外 ,激发 光束 转换 慢 , 限 制图 像 获取 的 速 
率 。 该 系统 组 成 复杂 ,设备 成 本 和 使 用 成 本 较 高 。 
CE) 转盘 共 焦 显 微 成 像 系 统 


”转盘 共 焦 显 微 成 像 系 统 光路 如 图 16-4 R. $ 
盘 共 聚焦 显 微 成 像 系 统 是 另 一 种 共聚 焦 形式 ,也 是 用 
激光 作为 光源 。 但 与 扫描 共 焦 系统 不 同 的 是 ,该 系统 
配备 两 个 高 速 旋转 的 转盘 (spinning disk) ,在 两 个 转 
盘 上 对 应 有 很 多 组 针 孔 。 当 两 个 转盘 同时 高 速 旋转 
时 ,相当 于 有 无 数 东 光线 依次 通过 不 同位 置 的 针 孔 昭 
射 到 标本 上 进行 成 像 。 据 此 ,该 系统 大 大 提高 了 对 同 
一 焦 平面 的 扫描 速度 ,减少 了 标本 被 照射 的 时 间 , 降 
低 了 激光 对 标本 的 损坏 。 因 此 ,转盘 共 焦 显 微 成 像 系 
统 更 适用 于 活 细胞 成 像 。 但 是 ,该 系统 也 存在 一 些 不 ”图 16-4 转盘 共 焦 显 微 成 像 
足 。 首 先 ,激光 光源 限制 了 激发 光 的 波长 选择 ;其 次 ， 系统 光路 示意 图 
进行 单 色 荧 光 成 像 的 速度 虽 快 ,但 当 进 行 多 色 荧光 成 
像 时 ,更换 光 束 较 慢 ,限制 了 总 体 的 成 像 速度 ; 第 三 ,不 能 进行 荧光 漂白 类 的 实验 。 

总 之 ,三 种 显 微 成 像 系 统 都 有 明显 的 优势 和 不 足 , 因 此 ,在 活 细胞 显 微 成 像 实验 
中 ,应 根据 实际 需要 来 选择 合适 的 系统 。 

活 细 胞 显 微 成 像 系统 的 主体 是 倒置 荧光 显微镜 ,为 满足 活 细 胞 实时 摄影 的 需要 ， 
该 倒置 荧光 显微镜 应 具有 以 下 配置 : 

1. 全 自动 数控 载 物 台 | 

活 细 胞 显 微 成 像 系 统 中 的 显微镜 载 物 台 必须 是 全 自动 控制 的 。 因 为 在 进行 活 细 
胞 实时 摄影 时 需要 对 培养 一 中 不 同 区 域 的 细胞 轮流 进行 定期 地 拍摄 ， 并 且 所 有 区 域 
所 拍摄 的 照片 最 终 要 通过 计算 机 处 理 拼接 成 一 张 完整 照片 ， 或 将 每 一 区 域 不 同时 间 
的 照片 做 成 电影 。 这 就 要 求 视野 的 更 换 、 回 复原 位 等 要 达到 高 速度 、 高 精确 度 。 显 
然 ， 手 工 移动 载 物 台 已 经 不 可 能 满足 这 些 要求 ， 因 此 ， 载 物 台 的 水 平 运动 必须 通过 
计算 机 的 程序 控制 来 完成 。 另 外 ， 载 物 台 上 要 配备 各 类 卡 具 (如 图 16-5 所 示 )， 以 
便于 安放 各 类 用 于 培养 细胞 的 平 四 。 同 时 ， 载 物 台 上 必须 能 够 安放 微型 细胞 培 
养 箱 。 
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图 16-5 适合 各 类 平 严 的 卡 具 


2. 全 目 动物 镜 转 换 器 

活 细 胞 显 微 成 像 系 统 的 物镜 转换 器 和 载 物 台 一 样 ,也 要 求全 自动 ,由 计算 机 控制 
物镜 的 转换 和 上 自动 聚焦 。 在 长 时 间 实 时 摄影 过 程 中 , 载 物 台 的 频繁 移动 . 载 物 台 及 其 
求 载 的 细胞 培养 设备 等 的 自身 重量 和 各 种 器 件 的 热 胀 冷 缩 必然 会 导致 聚焦 平面 的 潭 
移 , 从 而 影响 图 像 的 清晰 度 。 而 物镜 转换 器 的 定时 自动 聚焦 则 能 够 保证 长 时 间 实 时 
摄影 过 程 中 焦 平 面 的 稳定 和 图 像 的 清晰 。 

3. 物镜 

活 细胞 显 微 成 像 系 统 所 用 的 物镜 和 普通 
灾 光 显微镜 的 物镜 也 有 区 别 。 首 先 , 该 系统 选 
用 的 物镜 需要 更 高 的 数值 孔径 。 因 为 较 大 的 
数值 孔径 有 利于 光线 的 采集 ,可 提高 成 像 质量 
和 速度 。 一 般 不 选用 长 工作 距离 的 物镜 ,因为 
工作 距离 加 长 会 导致 数值 孔径 缩小 ,从 而 影响 
成 像 效 果 。 其 次 ,该 系统 中 使 用 的 物镜 必须 适 
合 长 时 间 工 作 在 37 左右, 湿度 在 90% 以 上 、 
二 氧化 矶 浓度 在 5% 左 右 的 细胞 生长 环境 中 ， 
万 外 ,高 倍 物镜 需要 是 浸 油 (甘油 ) 系 物镜 。 

图 16-6 37C 专用 物镜 37C 专用 物镜 如 图 16-6 所 示 。 
4. Z 轴 光 切 器 
该 光 切 希 是 进行 数码 共聚 焦 的 必 备 设备 。 

Z 轴 光 切 融 通过 计算 机 的 控制 能 够 在 一 定 的 范围 内 上 下 移动 物镜 ,使 成 像 的 焦 平面 
也 随 之 移动 ,形成 多 层 光 切 图 像 , 如 图 16-7 所 示 。 将 所 有 通过 移动 焦 平 面 获得 的 图 
像 进行 分 析 运 算 ,就 可 以 获得 标本 的 三 维 结构 重建 图 像 。 现 在 常见 的 Z 轴 光 切 器 移 
动 学 围 大 约 为 100um, 步 进 精度 约 20nm。2Z 轴 光 切 器 的 使 用 替代 了 成 像 扫 描 时 物镜 
苇 换 做 的 上 下 移动 ,这 样 大 大 提高 了 扫描 的 速度 和 精度 ,并 保证 了 成 像 系 统 的 稳 
定性 。 
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图 16-7 ZZ 轴 光 切 器 及 光 切 示意 图 


.荣光 管理 器 
mpana 显 做 成 像 系 统 配 备 的 火光 管理 器 同样 是 全 自动 设备 ,可 以 由 计算 机 控制 
灾 光 模块 以 及 滤 色 片 的 自动 转换 。 由 于 激发 光 对 活 细 胞 具有 伤害 作用 ,荧光 管理 器 
必须 能 对 光 强 进行 调节 ,并 尽量 减少 激发 光 对 细胞 的 照射 。 为 解决 这 一 问题 , 圆 形 转 
盘 册 次 被 采用 ,不同 孔 径 的 光 阑 和 不 同 的 滤 色 片 被 安装 在 转盘 上 ,通过 转盘 的 旋转 达 
到 不 同 光 强 的 切换 和 不 同 波长 激发 光 的 切换 ,从 而 提高 切换 的 速度 ,降低 光 损 伤 。 


二 图像 信 号 采集 系统 


图 像 采 集 设 备 的 性 能 对 于 整套 活 细胞 工作 站 至 关 重 要 ,因为 图 像 采 集 设备 的 灵 
敏 度 越 高 ,对 系统 的 照明 光 强 度 要 求 也 就 越 低 ,对 
细胞 的 光 损 伤 也 越 小 。 高 灵敏 度 CCD (Charge- 
Coupled Device)( 如 图 16-8 所 示 ) 已 被 广泛 应 用 于 
活 细 胞 工作 站 的 图 像 采集 ,新 近 开 发 的 一 种 新 型 昭 
相机 能 够 放大 从 CCD 蕊 片 中 读 出 的 信号 ,使 图 像 
玉 集 能 力 得 到 进一步 提高 。 男 外 ,从 多 像素 点 中 组 
合 信号 也 能 提高 照相 机 的 灵敏 度 , 但 该 方法 会 降低 
图 像 的 分 辨 率 。 在 扫描 共聚 焦 系 统 中 图 像 信号 采 
集 使 用 的 光电 倍增 管 , 相 对 而 言 它 的 灵敏 度 要 比 
CCD 差 一 些 。 





图 16-8 高 灵敏 度 照 相机 


二 ,环境 控制 系统 


活 细 胞 灾 光 工作 站 的 最 大 优势 是 追踪 探测 细胞 的 生长 .繁殖 .命运 .代谢 及 其 分 
于 机 制 ,这 就 要 求 所 人 研究 的 细胞 必须 处 于 最 佳 的 生理 状态 ,因此 在 活 细胞 工作 站 上 装 
配 环境 控制 系统 显得 尤为 重要 。 

细胞 培养 需要 合适 而 且 稳定 的 环境 ,如 温度 .湿度 和 二 氧化 碳 浓度 。 为 了 满足 培 
新 细胞 对 环境 的 要 求 , 活 细胞 工作 站 安装 了 两 个 用 有 机 材料 制 成 的 有 机 玻璃 室 。 其 
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中 大 的 有 机 玻璃 室 将 载 物 台 物镜、 集 光 器 等 包含 在 内 ,室内 的 温度 通过 温度 控制 系 
统 进行 调节 。 在 大 的 有 机 玻璃 室内 载 物 台 上 人 安 
装 了 一 个 小 的 有 机 玻璃 室 即 微型 培养 室 , 和 做 型 培 
养 室 内 的 空气 湿度 和 二 氧化 碳 浓度 可 通过 加 汲 
装置 和 二 氧化 碳 控 制 系统 进行 调 市 。 为 了 满足 
对 细胞 进行 长 时 间 观 察 等 的 需要 ,还 可 在 做 型 培 
养 室 内 加 装 灌流 设备 (如 图 16-9 所 示 ), 以 更 换 培 
养 液 或 补充 新 鲜 培 养 液 ,减少 代谢 废物 ,保证 细 
胞 的 正常 生长 。 





16-9 灌流 装置 


四 、 光 损伤 控制 系统 


细胞 对 光线 都 非常 敏感 ,尤其 是 含有 灾 光 基 团 的 细胞 ,因为 光线 尤其 是 波长 较 短 
的 光照 射 细胞 时 会 产生 很 多 自由 基 , 导 致 细胞 内 遗传 物质 的 损伤 。 要 减少 光 损 伤 ,器 
要 减少 光 对 细胞 照射 的 时 间 和 光 强 度 。 这 就 要 求 在 不 进行 图 像 采集 时 迅速 停止 光线 
对 细胞 的 照射 。 在 光路 中 安装 电动 快门 可 解决 这 一 问题 ,电动 快门 的 开关 通过 计算 
机 控制 ,在 需要 采集 图 像 时 打开 然后 财 合 ,电动 快门 的 速度 可 以 达到 数 十 坚 秒 。 万 
外 ,降低 氧 的 含量 也 可 以 减少 自由 基 的 产生 。 如 将 细胞 培养 在 密闭 的 容 船 中 则 可 减 
少 细 胞 生存 微 环 境 中 的 氧 含 量 。 


五 .计算 机 控制 和 信号 处 理 系统 


活 细胞 荧光 工作 站 的 计算 机 控制 主要 是 通过 软件 对 工作 站 中 的 各 个 电动 部 件 进 
行 自 动 调 控 ,同步 记录 实验 数据 。 具 体 来 说 ,是 通过 计算 机 软件 控制 电动 载 物 台 的 水 
平和 垂直 方向 的 移动 , 设 定 显微镜 自动 聚焦 和 Z 轴 扫 描 的 各 种 参数 , 设 定 对 标本 进 
行 定时 和 定位 扫描 的 参数 ,实现 对 棱镜 和 滤 片 的 自动 转换 ,控制 奖 光 高 速 快 门 以 及 照 
相机 快门 的 自动 开 合 。 尤 其 是 在 进行 长 时 间 活 细胞 实时 摄影 过 程 中 ,所 有 的 电动 议 
备 都 要 通过 软件 的 设 定 高 速 协 调 有 序 地 自动 运行 ,任何 一 个 设备 的 运行 出 错 虱 会 霹 
成 实验 失败 。 

言 号 处 理 系统 则 借助 计算 机 对 图 像 信 号 进行 采集 以 及 采集 后 的 管理 .运算 、 重 建 
和 输出 等 。 包 括 图 像 增强 处 理 、 图 像 测 量 、 视 时 标记 和 复位 、 细 胞 退 踊 、 宏 观 拼 图 、 
Deconvolution 去 模糊 三 维 重 建 、 荣 光 共 定位 (Co-localization) 分 析 、 光 谱 分 析 、 灾 光 
共振 能 量 转 移 (FRET) 离子 测量 . 活 细 胞 电影 制作 等 。 
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第 二 节 其 他 活 细胞 显 微 成 像 技术 


一 、 全 内 有 反映 显微镜 技术 


4: PY HTK HE Ae mM HE FX AK (total internal reflection fluorescence microscopy, 
TIRFM) 是 近年 来 新 兴 的 一 种 光学 成 像 技 术 , 它 利用 全 内 反射 产生 的 隐 失 场 来 照明 
样品 ,使 得 在 百 纳米 级 厚度 的 标本 内 部 的 荧光 基 团 受到 激发 ,荧光 成 像 的 信 品 比 大 大 
提高 。 

全 内 反射 现象 ,如 图 16-10 所 示 , 当 一 束 平面 光波 从 一 种 介质 进入 到 男 一 种 介质 
中 时 ,入 射 光 在 两 种 介质 接触 面 处 一 部 分 发 生 反 射 , 一 部 分 发 生 折射 ; 当 入 射 角 增 大 
时 ,透射 角 也 增 大 。 当 光线 以 大 于 或 者 等 于 临界 角 入 射 时 ,入 射 光 在 界面 处 只 发 生 反 
射 而 不 再 折射 ,也 就 是 发 生 了 全 反射 。 在 用 显微镜 观察 活 细胞 时 ,如 发 生 全 反射 , 光 
线 会 在 玻璃 界面 上 被 完全 反射 而 不 进入 液体 中 。 实 际 上 ,由 于 波动 效应 ,有 一 部 分 光 
的 能 量 会 穿 过 界面 渗透 到 溶液 中 ,平行 于 界面 传播 。 这 部 分 光 就 是 所 谓 的 隐 失 波 。 
隐 失 波 是 一 种 非 均 勺 波 , 它 沿 着 人 射 面 上 的 介质 边界 传播 ,在 平行 界面 方向 以 平行 波 
场 方式 传播 而 在 垂直 界面 方向 则 是 呈 指 数 衰 减 。 对 于 可 见 光 波 而 言 , 浸 透 深度 约 为 
100nm, 


折射 





16-10 全 内 反射 光路 示意 图 


细胞 的 很 多 至 关 重 要 的 生命 活动 发 生 于 细胞 表面 ,如 果 我 们 可 以 直接 对 细胞 表 
面 的 这 些 过 程 进行 观测 ,并 排除 来 自 细胞 内 深层 区 域 信号 的 干扰 ,这 对 细胞 生物 学 人 研 
究 来 说 是 一 项 重大 突破 。 全 内 反射 荧光 显微镜 的 最 大 优势 就 是 利用 隐 失 波 上 照明, 
光 激 发 的 深度 只 在 约 100nm 的 薄 层 范围 内 ,从 而 成 为 细胞 表面 研究 如 配 体 一 受 体 反 
应 中 生物 化 学 动力 学 . 单 分 子 动力 学 的 最 有 前 途 的 光学 成 像 技 术 。 

科学 家 们 已 经 研制 出 多 种 全 内 反射 医 光 显 微 成 像 系 统 。 其 中 最 为 普遍 的 是 棱镜 
型 和 物镜 型 ,如 图 16-11 EIR. Be me YN RAB BE AY Bk KE A OE ZB BR BE ACE IR 
Bet = AE AN), Wt Py pe YAY) a A SG a HE. BRR HE DE m BY EE Ot 
F , 效 光 分 子 发 出 的 效 光 经 过 物镜 成 像 到 照相 机 或 CCD 上 ,从 而 实现 对 生物 样品 的 
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记录 。 这 两 种 形式 的 显微镜 各 有 优 缺 点 ,对 于 棱镜 型 而 言 , 实 现 起 来 相对 简单 ,其 缺 
点 也 很 明显 。 由 于 要 达到 较 高 的 光学 分 辩 率 ,要 求 接收 灾 光 的 物镜 有 较 短 的 工作 距 
离 ,这样 留 给 生物 样品 和 物镜 之 间 的 空间 较 小 ,所 以 在 此 系统 上 安 狠 一 些 请 如 原子 力 
显微镜 、 近 场 光 学 显微镜 等 其 他 探测 仪 郑 非常 困难 。 


f iy (VA>14) 





B 物镜 型 
16-11 棱镜 型 和 物镜 型 全 内 反射 荧光 显 微 成 像 系 统 光 路 示意 图 


由 于 荧光 的 接收 必须 经 过 被 观察 样品 的 上 部 ,这 样 荧光 必然 会 有 散射 .衰减 及 其 
他 光 信 号 的 干扰 ,使 观察 的 效果 有 所 下 降 。 物 镜 型 系统 则 可 以 克服 上 述 缺 点 。 物 镜 
型 显微镜 的 物镜 既 作 为 收集 样品 荣光 信号 的 接受 器 ,同时 又 作为 发 生 全 反射 的 光学 
器 件 。 激 光 聚 焦 到 物镜 后 焦 面 并 经 过 物镜 边缘 人 射 ,物镜 出 射 光 为 平行 光 并 斜 入 射 
FARKL ,调节 激光 和 人 射 位 置 和 角度 , 即 可 达到 全 内 反射 要 求 ,从 而 实现 隐 失 波 照 
明 。 隐 和 失 波 所 激发 的 荧光 仍旧 经 过 物镜 接收 ,通过 双色 镜 滤 掉 除 荧光 以 外 的 其 他 波 
长 的 光 , 成 像 在 物镜 后 方 的 照相 机 或 CCD 上 ,实现 对 生物 样品 的 荧光 记录 。 由 于 样 
品 上 方 空间 完全 空 出 ,并 且 所 接受 的 荧光 没有 被 样品 干扰 ,所 以 目前 大 多 数 生物 学 家 
采用 物镜 型 全 内 反射 荧光 显微镜 。 

全 内 反射 荧光 法 在 生物 学 研究 中 的 应 用 主要 体现 在 以 下 几 方 面 :蛋白 质 吸附 平 
衡 .表面 分 子 浓度 梯度 变化 .表面 分 子 的 旋转 、 荣 光 寿 命 和 反应 速率 的 测量 及 选择 性 
观测 细胞 、 底 物 接触 区 等 。 其 中 ,蛋白 质 界面 吸附 平衡 是 全 内 反射 荧光 法 的 重点 应 用 
领域 ,可 通过 研究 蛋白 质 在 人 工 表面 的 吸附 平衡 来 了 解 各 种 生物 材料 的 表面 性 质 。 
利用 一 种 pH 敏感 荧光 基 团 产生 的 全 内 反射 荧光 ,可 观测 吸附 水 解 酶 的 自发 重 构 化 。 
全 内 反射 荧光 技术 还 广泛 应 用 于 实时 监测 核酸 相互 作用 ,考察 吸附 在 石英 上 的 水 解 
酶 分 子 的 重 定向 机 制 ,观察 细胞 膜 在 100nm 范围 内 的 实时 活动 过 程 。 

全 内 反射 荧光 显 微 术 作为 细胞 表面 单 分 子 成 像 的 一 种 新 兴 技 术 , 一 方面 可 与 其 
他 显 微 成 像 技 术 如 荧光 光谱 技术 (FCS) ,荧光 寿命 成 像 技 术 (FLIM) 以 及 原子 力 显 微 
术 (AFM) 综 合 运用 ; 另 一 方面 其 本 身 也 不 断 发 展 ,入 生出 双色 和 多 色 TIRFM , 随 着 
光电 探测 设备 探测 效率 和 探测 速度 的 提高 以 及 单 分 子 染 色 技术 的 发 展 ,我 们 有 理由 
相信 ,全 内 反射 荧光 显 微 术 将 会 在 活 细胞 光学 显 微 成 像 中 发 挥 更 大 作用 。 
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二 、 获 光 相关 光谱 技术 


荧光 相关 光谱 (Fluorescence Correlation Spectroscopy,FCS) 是 一 种 统计 小 样本 
中 荧光 分 子 的 荧光 强度 波动 的 分 析 方 法 。 在 这 种 方法 的 经 典 模式 中 ,样本 体积 被 案 
焦 激 光束 和 共 焦 小 孔 所 限定 ,样本 发 出 的 荧光 被 高 数值 孔径 的 显微镜 物镜 所 收集 , 然 
后 被 灵敏 的 单 光 子 计 数 器 所 监测 。 被 探测 到 的 获 光 是 随时 间 波 动 的 , 且 这 些 时 间 明 
数 是 自 相 关 的 。 归 一 化 的 荧光 波动 自 相 关 函 数 提供 了 两 类 信息 , 果 数 的 大 小 反比 于 
所 观测 的 荧光 分 子 的 平均 数量 ,时 间 误 退 的 速率 和 形态 反映 了 所 观测 的 艾 光 分 子 的 


动力 学 特征 。 


最 近 , 由 于 探测 手段 . 自 相 关 电 子 学 等 方面 的 技术 进步 以 及 共 育 焦 显 微 镜 被 整合 
到 FCS 中 ,FCS 在 生物 化 学 中 的 研究 和 应 用 越 来 越 广泛 。 除 了 传统 的 分 子 浓度 和 扩 
散 时 间 的 测量 , 当 它们 引起 的 荧光 波动 在 时 间 上 快 于 扩散 时 间 时 ,FCS 还 可 测量 分 
子 动力 学 或 化 学 反应 的 动力 参数 ,这 包括 单 分 子 反 应 .路 系 统 转运 .三 芒 动力 学 . 光 转 
A MCR. 

在 自然 生理 环境 下 进行 活 细胞 研究 是 一 种 挑战 ,但 FCS fE RI A. e BA 
考虑 了 灵敏 性 ,又 考虑 了 空间 和 时 间 分 辨 率 。 然 而 对 FCS 的 一 些 基 础 实验 理论 仍 需 
要 进行 更 深入 地 研究 ,还 有 许多 问题 和 困难 需要 解决 。 令 人 欣慰 的 是 ,FCS 可 以 被 
用 来 测量 活 细 胞 内 单个 荧光 分 子 的 胞 内 浓度 .扩散 和 动力 学 参数 ,提供 了 一 种 能 定量 
分 析 分 子 相 互 作用 网 络 的 有 效 方法 。 

作为 一 种 可 以 广泛 应 用 于 生物 学 研究 之 中 、 可 分 析 多 种 生理 现象 的 监测 方法 , 近 
年 来 FCS 已 经 获得 了 较 大 发 展 。 由 于 包括 双 光 子 激发 .PCH( 光 子 计 数 方 图 ) 分 析 、 
互相 关 .影像 相关 、 误 减 光 照射 等 方法 出 现 和 技术 上 的 改进 ,使 得 FCS 可 被 应 用 于 许 
多 方面 。FCS 现 已 被 有 效 地 应 用 于 多 种 生物 系统 ,如 配 体 与 受 体 相 互 作用 、 与 疾病 
有 关 的 蛋白 质 聚 合 .DNA 和 蛋白质 相 互 作用 、 蛋 白质 与 蛋白质 相互 作用 、 膜 域 和 细胞 
表面 受 体 聚 类 等 。 目 前 已 有 大 量 针对 GFP 和 其 他 一 些 可 能 会 适 于 活体 研究 的 探 针 
的 激发 态 动力 学 研究 在 进行 ,这 方面 的 一 些 最 新 研究 成 果 表 明 ,FCS 将 是 一 种 可 以 
广泛 应 用 的 方法 ,不 仅 可 以 在 溶液 中 描述 过 程 特征 ,也 可 以 在 全 能 细胞 和 它们 的 膜 中 
分 析 一 些 生理 生化 过 程 特征 。 


三 、 菊 光 共 振 能 量 转移 技术 


随 着 生命 科学 研究 地 不 断 深 入 ,对 各 种 生命 现象 发 生 的 机 制 , 特 别 是 对 细胞 内 看 
白质 一 和 蛋白质 间 相 互 作用 的 研究 变 得 尤为 重要 。 要 在 这 方面 的 研究 中 取得 重大 突 
破 , 技 术 进 步 是 必 不 可 少 的 。 近 年 来 ,一 些 传统 的 研究 方法 如 酵母 双 杂 交 、 人 免疫 共 沉 
淀 荧光 免疫 染色 等 虽 得 到 长 足 发 展 ,但 这 些 方 法 都 需要 破碎 细胞 或 固定 细胞 ,无 法 
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观察 到 生理 条 件 下 活 细 胞 内 蛋 日 质 一 和 蛋白质 间 相互 作用 的 动态 变化 。 应 用 英 光 共振 
能 量 转 移 技 术 (fluorescence resonance energy transfer,FRET) 并 结合 基因 工程 等 技 
AR MU FY AR Kh ak RE. 

灾 光 共振 能 量 转移 是 指 两 个 菊 光 发 色 基 团 在 足够 靠近 时 , 供 体 分 子 吸收 一 定 频 
率 的 光子 后 被 激发 到 更 高 的 电子 能 态 , 在 该 电子 回 到 基态 前 ,通过 偶 极 子 相 互 作 
H. 实现 了 能 量 辐 邻近 的 受 体 分 子 转移 ( 即 发 生 能 量 共振 转移 )。 下 面 以 GFP 的 两 
个 突变 体 CFP 和 YFP 为 例 简要 说 明 其 原理 ;CFP 的 发 射 光谱 与 YFP 的 吸收 光谱 有 
相当 的 重 亚 ， 当 它们 足够 接近 时 ,如 用 CFP 的 激发 光照 射 标本 ,被 激发 的 CFP 的 发 
色 基 团 就 会 把 能 量 高 效率 地 转移 至 YFP 的 发 色 基 团 上 ,发 出 YFP 的 荣光 ,这 样 CFP 
发 射 的 稀 光 将 减弱 或 消失 ,而 YFP 发 射 的 荧光 将 大 大 加 强 。 两 个 发 色 基 团 之 间 的 能 
量 转换 效率 与 它们 之 间 的 距离 的 6 次 方 成 反比 ， 即 对 空间 位 置 的 改变 非常 灵敏 。 因 
此 ,如 要 研究 两 种 蛋白 质 a 和 b 在 活 细胞 内 的 直接 相互 作用 ,可 以 通过 转基因 技术 
获得 融合 蛋白 ,使 融合 蛋白 a 与 CFP RK, BAR b 与 YFP MR. H CFP 吸收 波 
长 433nm 作为 激发 光波 长 ， 如 果 蛋 白质 a 与 b 不 发 生 直 接 的 相互 作用 ，CFP 5 
YFP 就 因 相 距 较 远 而 不 能 发 生 荧 光 共 振 能 量 转 黎 ， 因而 检测 到 的 是 发 射 波长 为 
476nm 的 CFP RH (A4RBAR a 与 b 发生 直 接 的 相互 作用 时 ,和 蛋白质 a 与 b 非常 
接近 ,使 CFP 与 YFP 也 充分 靠近 ,从 而 发 生 荧光 共振 能 量 转移 ,使 检测 到 的 是 发 身 
波长 为 527nm 的 YFP 荧光 。 因 此 ,利用 FRET 技术 并 结合 转基因 操作 ,可 以 研究 生 
理 条 件 下 细胞 中 蛋白 质 一 和 蛋白质 的 直接 相互 作用 。 

FRET 技术 已 被 广泛 应 用 于 活 细胞 内 各 类 蛋白 之 间 的 相互 作用 ,包括 检测 蛋白 
激酶 活性 以 及 细胞 阐 亡 过 程 中 各 种 酶 的 调控 和 活性 变化 等 。 另 外 ,在 膜 生 物 学 的 研 
究 中 ,FRET 技术 被 用 于 受 体 激活 效应 在 细胞 膜 上 的 横向 扩散 、 膜 蛋白 的 定位 修饰 、 
细胞 膜 受 体 之 间 相 互 作用 的 观察 。 : 
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活体 体内 谈 光 成 像 (optical in vivo imaging) 技 术 是 利用 一 套 非常 灵敏 的 光学 检 
测 仪器 ,直接 监控 活体 体内 带 有 严 光 标记 的 细胞 活动 和 基因 行为 。 通 过 这 个 系统 ,可 
以 观测 活体 动物 体内 肿瘤 的 生长 及 转移 .感染 性 疾病 发 展 过 程 .特定 基因 的 表达 生物 
学 过 程 。 传 统 的 动物 实验 方法 需要 在 不 同 的 时 间 点 宰杀 实验 动物 以 获得 数据 ,得 到 
多 个 时 间 扣 的 实验 结果 。 相 比 之 下 ,活体 体内 荧光 成 像 通 过 对 同一 组 实验 对 象 在 不 
同时 间 氮 进行 记录 ,跟踪 同一 观察 目标 (标记 细胞 及 基因 ) 的 移动 及 变化 ,所 得 的 数据 
更 加 真实 可 信 。 这 一 技术 对 肿瘤 微小 转移 灶 的 检测 灵 人 敏 度 极 高 ,不 涉及 放射 性 物质 
和 方法 ,非常 安全 。 因 其 操作 极其 简单 ,所 得 结果 直观 ,灵敏 度 高 等 特点 ,在 刚刚 发 展 
起 来 的 近 几 年 时 间 内 ,已 广泛 应 用 于 生命 科学 .医学 研究 及 药物 开发 等 方面 。 

活体 体内 荧光 成 像 技术 是 在 1995 年 出 现 的 ,但 大 量 的 研究 工作 是 在 最 近 两 年 才 
进行 的 。 目 前 国内 已 有 数 家 单位 购买 了 该 系统 进行 相关 的 研究 ,许多 研究 痢 对 这 项 
技术 产生 了 浓厚 的 兴趣 , 越 来 越 多 的 人 开始 计划 用 该 技术 进行 肿瘤 学 、 流 行 病 学 、 药 
物 学 等 方面 的 研究 ， 

活体 体内 荧光 成 像 技 术 观察 的 范围 是 大 体 标 本 的 范围 ,不 能 对 细胞 内 精细 结构 
进行 观察 。 所 以 它 只 适合 作 肿 瘤 转移 研究 .基因 治疗 、 流 行 病 学 的 发 病 学 研究 ,于 细 
胞 示 踪 、 白 血 病 的 相关 研究 ,以 及 通过 一 系列 转基因 疾病 动物 模型 来 快速 直观 地 进行 
相关 疾病 的 发 病 机 理 和 药物 第 选 的 研究 。 


一 \ 基 本 原理 


(一 ) 活体 体内 发 光 原 理 

活体 体内 发 光 采 用 生物 发 光 (bioluminescence) 与 荧光 (fluorescence) 两 种 技术 。 
生物 发 光 是 用 荧光 素 酶 (luciferase) 基 因 标 记 细 胞 或 DNA, 而 荧光 技术 则 采用 痰 光 报 
告 基 团 (GFP、RFP,Cyt 及 dyes 等 ) 进 行 标记 。 

通常 是 将 Fluc 基因 整合 到 细胞 染色 体 DNA 上 以 表达 获 光 素 酶 , 当 外 源 ( 腹 腔 
或 静脉 注射 ) 给 予 其 底 物 荧光 素 (luciferin), 即 可 在 几 分 钟 内 产生 发 光 现 象 。 这 种 酶 
在 ATP 及 氧气 的 存在 条 件 下 ,催化 荧光 素 的 氧化 反应 才 可 以 发 光 , 因 此 只 有 在 活 细 
胞 内 才 会 产生 发 光 现 象 ,并 且 光 的 强度 与 标记 细胞 的 数目 线性 相关 。 对 于 细菌 ,Lux 
BREA EB SB TAR PAER 2 LS eB EO E ELR, 带 有 这 种 操 
纵 子 的 细菌 会 持续 发 光 ,不 需要 外 源 性 底 物 。 
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基因 .细胞 和 活体 动物 都 可 被 丈 光 素 酶 基因 标记 。 标 记 细 胞 的 方法 基本 上 是 通 . 
过 分 于 生物 学 克隆 技术 ,将 灾 光 素 酶 的 基因 插 到 预期 观察 的 细胞 的 染色 体内 ,通过 单 
克隆 细胞 技术 的 筛选 ,培养 出 能 稳定 表达 荧光 素 酶 的 细胞 株 。 目 前 ,常用 的 细胞 株 基 
本 上 虱 已 标记 好 ,市 场 上 已 有 销售 。 将 标记 好 的 细胞 注入 小 鼠 体内 后 ,观测 前 需要 注 
射 严 光 素 酶 的 底 物 一 一 交 光 素 , 约 280Da 的 小 分 子 。 荧 光 素 脂 溶性 非常 好 ,很 容易 
透 过 血 脑 屏 隐 。 注 射 一 次 获 光 素 能 保持 小 鼠 体 内 荧光 素 酶 标记 的 细胞 发 光 30 一 
to9min。 每 次 灾 光 系 酶 催化 反应 只 产生 一 个 光子 ,这 是 肉眼 无 法 观察 到 的 ,应 用 一 个 
局 度 灵 敏 的 制冷 CCD 相机 及 特别 设计 的 成 像 暗箱 和 成 像 软件 ,可 观测 并 记录 到 这 些 
fo t's 

(二 ) 体内 透 过 光线 的 原理 

区 在 哺乳 动物 组 织 体内 传播 时 会 被 散射 和 吸收 ,光子 遇 到 细胞 膜 和 细胞 质 时 会 
发 生 折 射 现 象 ,而 且 不 同类 型 的 细胞 组 织 吸收 光子 的 特性 并 不 一 样 。 血 红 和 蛋白 
(hemoglobin) 是 造成 体内 可 见 光 被 吸收 的 主要 因素 ,其 吸收 可 见 光 蓝 绿 波段 的 大 部 
分 。 但 是 在 可 见 光大 于 600nm 的 红 光 波段 ,血红 蛋白 的 吸收 作用 却 很 小 。 因此 ,在 
偶 红 光 区 域 ,大 量 的 光 可 以 穿 过 组 织 和 皮肤 而 被 检测 到 。 用 精 诺 真 公司 的 IVIS 系 
统 最 少 可 以 看 到 距 皮 下 500 个 细胞 处 ,由 于 发 光源 在 老鼠 体内 深度 不 同 ,可 看 到 的 最 
pines niig Anpi 检测 到 的 发 光 强 度 和 细胞 的 数量 具有 
非常 好 的 线性 关系 OF 记 光 体 闪 成 像 技 术 基 本 原理 在 于 光 可 以 穿 透 实 验 动物 的 组 织 
eco 各 eyewdeh ;同时 反映 出 细胞 的 数量 。 


二 ,基本 组 成 


活体 灾 光 成 像 系 统 采 用 数字 化 超 高 灵敏 度 的 CCD, 与 灵活 多 变 的 激发 光源 可 直 
BEA ETE BY fos CEE TT FE Ht OP OT ,得 到 实时 监测 结果 。 利 用 光学 成 像 对 荧光 表达 
产物 的 分 布 进行 定位 ,能 够 在 活体 中 特异 灵敏、 便捷 地 实施 成 像 过 程 , 通 过载 物 台 上 
方 的 滤 光 片 可 以 直接 用 肉眼 观察 到 小 鼠 身上 发 荧光 的 部 位 。 

该 系统 主要 由 三 部 分 组 成 。 


(一 ) CCD 镜头 


选择 适当 的 CCD 镜头 (如 图 17-1 所 示 )， 
对 于 体内 灾 光 成 像 是 非常 重要 的 。 选 用 的 
CCD 镜头 对 于 波长 大 于 600nm 的 光 必 须 具 
有 非 第 高 的 灵敏 度 和 量子 效率 ,而 且 由 于 需 
要 探测 的 光源 在 皮下 几 厘 米 处 ,其 噪声 信号 
要 尽 可 能 的 小 。 应 用 于 生物 发 光 检 测 的 主要 
图 17-1 成 像 暗箱 内 的 CCD 镜头 是 电子 计数 加 强 型 CCD 镜头 , 它 可 以 在 噪音 
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很 低 的 情况 下 精确 计数 到 单个 光子 。 尽 管 如 此 ,大 部 分 此 类 型 CCD 的 量子 效率 在 
450nm 时 仅 有 10% 一 15% ,在 650nm 时 减 小 到 低 于 1%。 有 些 CC D 让 大 于 600nm 
时 虽然 有 更 高 的 量子 效率 ,但 其 噪音 很 大 并 有 旦 其 需要 的 冷却 温度 很 低 。 怎 样 减少 电 
子 计数 型 CCD 的 噪音 和 获得 更 高 的 量子 效率 ?” 更 为 合适 的 CCD 是 制冷 型 的 育 照射 
CCD。 因 为 暗 电 流 是 CCD 的 噪音 ,在 冷却 到 一 105C 的 条 件 下 , 暗 电 流 可 降低 到 一 个 
可 以 忽略 不 计 的 程度 ,使 体内 发 出 的 非常 少 a den VA iy HY) Bz AR BE GK 
FI — 105°C HJAR Hi ir “22 HR ALY A). LE gE FY AER ii i pA AE e AS SE YE al 
冷 型 背 照射 CCD 的 信 品 比 可 以 达到 要 求 ,例如 信 品 比 为 10 RR eA L RE 
到 可 以 忽略 不 计 的 程度 ,并 且 量 子 效率 也 有 非常 好 的 表现 。 

拍摄 普通 照片 的 和 生物 发 光照 片 的 是 同一 个 CCD 镜头 ,只 不 过 曝光 时 间 和 快门 
不 一 样 。 

里 然 镜头 温度 很 低 , 但 动物 不 会 冻 死 。 因 为 低温 只 是 在 CCD 镜头 的 小 环境 内 ， 
其 他 范围 内 都 是 室温 。 

(二 ) 成 像 暗 箱 

成 像 暗 箱 屏 蔽 宇宙 射线 及 一 切 光 源 , 可 以 使 暗箱 
内 部 保持 完全 黑暗 ,CCD 所 检测 的 光线 完全 由 被 检 
动物 体内 发 出 ,避免 了 外 界 环境 的 光污染 ,如 图 17-2 
AT AN « 

CCD 镜头 位 于 暗箱 的 顶部 ,光线 通过 50mm fl 
的 光圈 被 CCD 收集 。 镜 头 下 部 是 滤 光 镜 的 安装 环 ， 
可 以 根据 应 用 需要 安 闻 不 同 的 滤 光 镜 , 扩 展 其 光学 成 
像 能 力 。 蜡 箱 里 的 平台 是 由 软件 控制 升降 ,通过 升降 
可 以 在 5 一 10cm 范围 内 调节 ,并 且 市 有 加 热 闻 置 ,可 





和 

7 
f PT ee a 5 
DR 全 = = ; 


以 保持 观察 试验 动物 的 体温 (如 图 17-2 所 示 ) 。 17-2 成 像 暗箱 
(三 ) 软件 系统 


软件 系统 负责 仪 磊 控制 和 图 像 分 析 。 软 件 控制 镜头 的 焦距 .曝光 时 间 ` 滤 光 镜 的 
更 换 、. 照 明灯 的 关 司 .平台 的 升降 ,具有 非常 好 的 用 户 界面 ,操作 简便 。 


| | 


D 通过 分 子 生物 学 殉 隆 技术 ,应 用 单 殉 隆 细胞 技术 的 筛选 ,将 荧光 素 酶 的 基 
因 稳 定 整合 到 预期 观察 的 细胞 的 染色 体内 ,培养 出 能 稳定 表达 获 光 素 酶 蛋白 的 细 
胞 株 。 

(2) RICH GH W APR BE AE 150mg/kg) 腹 腔 注 射 老鼠 后 约 1min 后 表达 荧光 素 酶 
的 细胞 开始 发 光 ,10min 后 强度 达到 最 高 。 在 最 高 点 持续 约 20~ 30min 后 开始 衰落 ， 
RA 3h ARHAR HERR ,发 光 全 部 消失 ,所 以 最 好 的 检测 时 间 是 在 注射 后 15 一 25min 
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之 间 。 如 图 17-3 所 示 。 


3.50E+08 
3.00E+08 
2. 50E+08 
2.00E+08 
1.50E+08 


光量 子 /s 


1 .00E+08 
0.50E+07 


0.00E +00 时 间 (min) 
0 5 10 15 20 25 30 35 
17-3 注射 荧光 素 后 ,活体 内 表达 荧光 素 酶 发 光 的 时 间 分 布 


(3) 小 鼠 经 麻醉 系统 麻醉 后 被 放 人 成 像 暗 箱 平 台 , 软 件 控制 平台 的 升降 到 一 
合适 的 视野 ,自动 开启 照明 灯 拍 摄 第 一 次 背景 图 。 

(4) 自动 关闭 照明 灯 ， 在 没有 外 界 光源 的 条 件 下 拍摄 由 小 鼠 体内 发 出 的 光 ， 即 为 
生物 发 光 成 像 。 与 第 一 次 的 背景 图 倒 加 后 可 以 清楚 地 显示 动物 体内 光源 的 位 置 , 完 
成 成 像 操作 。 得 到 活体 小 鼠 体内 特定 部 位 荧光 的 分 布 图 像 , 如 彩 图 53 所 示 ( 见 彩 
页 16) 。 

(5) 软件 完成 图 像 分 析 过 程 。 使 用 者 可 以 方便 地 选取 感 兴趣 的 区 域 进 行 测量 和 
数据 处 理 及 保存 工作 。 当 选 定 需要 测量 的 区 域 后 ,软件 可 以 计算 出 此 区 域 发 出 的 光 
子 数 , 获 得 实验 数据 。 软 件 的 数据 处 理 和 保存 功能 非常 强大 ,可 以 加 快 实验 速度 , 方 
便 进行 大 批量 的 实验 。 


四 .系统 特性 


相 比较 于 其 他 活体 生物 体内 成 像 技 术 , 如 超声 (ultrasound) .计算 机 断层 摄影 
(compnted tomography,CT) ,核磁 共振 (magnetic resonance imaging, MRI) \ 正 电子 
入射 成 像 Cpositronremission tomography, PET) , Æ% % F fi $f (single-photon-emis- 
sion computed tomography,SPECT) 等 技术 ,活体 体内 荧光 成 像 技 术 的 优点 是 :操作 
简便 ,测量 快速 ( 短 于 5min) ,可 同时 检测 多 个 动物 ,费用 低廉 等 。 

(一 ) 足 量 分 析 

活体 体内 荧光 成 像 技 术 采 取 绝 对 光子 数 的 计算 方法 ,记录 单位 时 间 内 、 单 位 面 
AR .单位 角度 接受 到 的 光子 数 。 这 样 ,不 同时 间 .不 同 仪器 的 测量 结果 可 以 进行 比较 ， 
具有 绝对 的 定量 意义 。 每 一 个 新 标记 的 细胞 株 都 要 进行 全 面 的 定量 分 析 才 能 用 于 定 
RLE, FF LE E PP PE V IE saë C Sw 
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(二 ) 仪器 的 解析 度 及 分 辨 率 

仪器 的 最 高 解析 度 在 0. mm 左右 。 最 新 的 仪器 IVIS 200 的 最 高 解析 度 可 达到 
60pm, 在 体外 可 观察 到 单个 发 光 细 胞 。 由 于 荧光 是 漫 射 光 , 在 体内 走 的 路 线 不 是 直 
线 , 所 以 该 仪器 对 体内 光源 的 分 辩 率 不 是 很 好 ,通过 该 仪器 观察 的 发 光 图 片 不 能 代表 
发 光 物 质 的 结构 信息 ,在 动物 体 表 所 捕捉 的 发 光 信 号 只 能 代表 发 光 的 强度 和 大 概 的 
位 置 。 小 动物 CT 和 MRI 在 这 方面 具有 优势 ,因为 放射 线 走 的 路 线 很 直 。 

CE) 仪器 对 发 光 细 胞 检测 的 灵敏 度 与 细胞 发 光 的 强度 有 关 

在 标记 细胞 活跃 发 光 的 情况 下 ,仪器 可 以 检测 到 最 少 100 个 皮下 接种 的 发 光 细 
胞 。 夺 细胞 在 体内 位 置 深 (如 原 位 种 植 ) ,比如 内 脏 , 最 少 能 检测 到 的 细胞 数目 需要 多 
一 些 。 一 般 每 增加 0. 5cm ,可 检测 到 的 最 少 细胞 数 增加 一 个 数量 级 。 

(四 ) 荧光 检测 与 生物 发 光 检 测 的 优势 与 劣势 比较 


荧光 发 光 需 要 激发 光 使 得 荧光 基 团 达到 较 高 的 能 量 水 平 ,然后 发 射出 较 长 波长 
的 发 射 光 。 两 种 常见 的 荧光 蛋白 为 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 和 红色 荧光 蛋白 (RFP) 或 
_DsRed, 这 些 蛋 白菊 光 局 限于 可 见 光 400~650nm 范围 。 但 生物 体内 很 多 物质 在 受 
到 激发 光 激 发 后 ,也 会 发 出 荧光 ,产生 的 非特 异性 荧光 会 影响 到 检测 灵敏 度 。 特 别 是 
当 发 光 细 胞 深 藏 于 组 织 内 部 , 则 需要 较 高 能 量 的 激发 光源 ,也 就 会 产生 很 强 的 背景 噪 
音 。 生 物 发 光 成 像 相 对 于 荧光 成 像 , 其 灵敏 度 高 。 作 为 体内 报告 源 , 生 物 发 光 较 之 痰 
光 的 优点 之 一 为 不 需要 激发 光 的 激发 ， 它 是 因 酶 和 底 物 的 特异 作用 而 发 光 ,， 且 动物 
体 自 员 不 会 发 光 , 这样 生物 发 光 就 具有 极 低 的 背景 。 虽 然 奕 沧 信 号 远 远 强 于 生物 发 
光 , 但 极 低 的 自发 光 水 平 使 得 生物 发 光 的 信和 跟 比 远 高 于 荧光 。 男 外 ,生物 发 光 信 号 可 
以 方便 计量 ,即便 标记 细胞 在 动物 体内 有 复杂 的 定位 , 亦 从 动物 体 表 的 信号 水 平 直 接 
得 出 发 光 细 胞 的 数量 。 而 对 于 荧光 ,信和 号 水 平 取决 于 发 光 细 胞 的 数量 及 激发 光 的 强 
度 ,光线 穿 过 的 组 织 对 其 有 强烈 的 吸收 ,这 使 得 荧光 强度 很 难 计量 。 由 于 交 光 素 酶 在 
表达 后 快速 合成 并 具有 较 短 的 寿命 ,而 成 为 环境 条 件 快 速 变化 (如 感染 疾病 ) 的 反应 
探 针 。 可 根据 两 者 所 具有 的 特点 以 及 实验 要 求 如 组 织 的 光学 条 件 ( 报 告 源 的 深度 、 体 
积 及 组 织 吸 光度 等 ) ,选择 所 适合 的 发 光 探 针 。 

成 体 老 鼠 . 裸 鼠 . 幼 鼠 及 胚胎 的 区 别 只 在 于 对 可 见 光 的 穿 透 性 不 同 , 一 般 可 以 看 
到 成 体 正常 老鼠 的 体内 发 光 ， 这 正 是 这 项 技术 的 价值 所 在 。 可 见 光 的 穿 透 能 力 在 
3 一 4cm, 所 以 大 鼠 也 可 以 作为 活体 成 像 的 动物 ,并 有 很 多 关于 大 鼠 的 文献 报 姐 。 

车 有 发 光 足 够 强 的 标记 细胞 ,在 老鼠 体内 任何 一 个 地 方 都 能 看 到 约 一 立方 毫米 
的 细胞 瘤 ( 约 10 个 细胞 ) 。 穿 透 性 可 达到 3 一 4cm。 

CE) 荧光 素 酶 基因 、 荧 光 素 酶 .荧光 素 底 物 易 透 过 血 脑 屏障 


荧光 素 酶 有 554 个 氨基 酸 ,分 子 量 约 50kDa。 获 光 素 酶 的 底 物 奕 光 素 , 分 子 量 约 
280Da。 荧 光 素 的 水 溶性 和 脂 溶 性 都 非常 好 ,很 容易 穿 透 细胞 腊 和 血 脑 屏障 。 
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(六 ) 荧光 素 酶 的 稳定 性 

荧光 素 酶 基因 是 插 到 细胞 染色 体内 的 , 当 细 胞 分 裂 . 转 移 、 分 化 时 ,荧光 素 酶 也 会 
得 到 持续 稳定 的 表达 。 荧 光 素 酶 的 半 训 期 约 3h, 所 以 只 有 活 细胞 才能 够 持续 表达 荧 
光 素 酶 。 

(七 ) 标记 细胞 与 标记 基因 所 用 的 启动 子 

标记 细胞 一 般 用 来 标记 细胞 内 稳定 表达 的 启动 子 ,从 而 显示 细胞 的 数目 。 标 记 
基因 一 般 用 特异 的 基因 启动 子 ,与 该 基因 平行 表达 ,显示 启动 子 对 应 基因 的 表达 
活性 。 

(A) 荧光 素 酶 的 表达 高 低 与 所 用 启动 子 的 活性 有 关 

启动 子 的 活性 高 , 则 荧光 素 酶 的 表达 高 ,启动 子 的 活性 低 , 则 荧光 素 酶 的 表达 低 。 
还 可 以 根据 此 原理 ,用 特定 的 启动 子 驱动 荧光 素 酶 ,来 观察 该 启动 子 在 活体 动物 体内 
的 特定 条 件 下 的 表达 情况 ,并 检测 影响 该 启动 子 表达 的 因素 。 这 正体 现 了 应 用 活体 
成 像 技术 研究 的 优势 。 | 

(A) 荧光 素 酶 与 绿色 欧 光 蛋白 (GEFP) 的 比较 


荧光 素 酶 的 偏 红 光 比 绿色 荧光 蛋白 (GFP) 的 绿 光 在 体内 的 穿 透 性 要 强 近 一 百 
倍 。 因 为 荧光 素 酶 是 靠 酶 和 底 物 的 相互 反应 发 光 , 特 异性 很 强 , 得 到 的 信号 信 品 比 很 
高 。 而 荧光 蛋白 需要 激发 光 来 产生 发 射 光 。 老 鼠 的 毛皮 、 肌 肤 以 及 一 些 食物 都 会 产 
生 非 特异 性 荧光 ,造成 很 强 的 非特 异性 背景 光 , 得 到 的 信号 信 噪 比 很 小 。 虽 然 荧 光 蛋 
白 的 发 光 强 度 很 高 ,大 量 应 用 于 体外 检测 ,但 荧光 酶 标记 的 方法 更 适合 于 体内 检测 ， 
荧光 酶 体内 检测 的 灵敏 度 要 比 荧光 蛋白 在 体内 的 灵敏 度 至 少 高 三 个 数量 级 
(1 000 FF). 

(+) 荧光 成 像 功能 

荧光 发 光 是 通过 激发 光 激发 荣光 基 团 到 达 高 能 量 状态 ,而 后 产生 发 射 光 。 常 用 
的 有 绿色 荧光 蛋白 (GFP) ,红色 荧光 蛋白 DsRed 及 其 他 荧光 报告 基 团 ,标记 方法 与 
体外 荧光 成 像 相似 。 荧 光 成 像 具 有 费用 低廉 和 操作 简单 等 优点 。 同 生物 发 光 在 动物 
体内 的 穿 透 性 相似 , 红 光 的 穿 透 性 在 体内 比 蓝 绿 光 的 穿 透 性 要 好 得 多 , 近 红 外 荧光 为 
观测 生理 指标 的 最 佳 选择 。 : 

IVIS 系统 可 检测 波长 范围 00~~950nm 的 荧光 ,通过 六 块 不 同 的 激发 光 滤 镜 获 
得 所 需 的 特定 激发 光波 长 。 光 线 通 过 第 二 块 蓝 色 漂移 背景 光 滤 镜 (blue-shifted 
background filters) ,使 得 初始 的 激发 光 产 生 轻 微 的 蓝 色 漂移 ， 以 不 同 波长 的 激发 
光 , 在 不 激发 荧光 报告 基 团 时 激发 组 织 的 自发 荣光 ,从 而 将 鞠 信 和 号 与 背景 光 区 分 开 ， 
消除 自发 荧光 。 

虽然 荧光 信号 远 远 强 于 生物 发 光 , 但 非特 异性 荧光 产生 的 背景 噪音 使 其 信 噪 比 
远 远 低 于 生物 发 光 。 虽 然 许 多 公司 采用 不 同 的 技术 分 离 背 景 光 , 但 是 受到 荧光 特性 
的 限制 ,很 难 完全 消除 背景 噪音 。 这 些 背景 噪音 造成 荧光 成 像 的 灵敏 度 较 低 。 目 前 
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在 大 部 分 高 水 平 的 文章 中 还 是 应 用 生物 发 光 的 方法 来 研究 活体 动物 体内 成 像 。 但 
是 ,荧光 成 像 有 其 方便 ,便宜 、 直 观 、 标 记 革 点 多 样 和 易于 被 大 多 数 研究 人 员 接 受 的 优 
点 ,在 一 些 植物 分 子 生物 学 研究 和 观察 小 分 子 体内 代谢 方面 也 得 到 应 用 。 对 于 不 同 
的 研究 ,可 根据 两 者 的 特点 以 及 实验 要 求 ,选择 合适 的 方法 。 最 近 许 多 文献 报道 的 实 
验 中 ,利用 绿色 奕 光 蛋 日 和 荧光 系 酶 对 细胞 或 动物 进行 双重 标记 ,用 成 熟 的 严 光 成 像 
技术 进行 体外 检测 ,进行 分 子 生物 学 和 细胞 生物 学 人 研究 ,然后 利用 生物 发 光 技 术 进 行 
动物 体内 检测 ,进行 活体 动物 体内 研究 。 


五 应 H 


通过 活体 体内 荧光 成 像 系 统 ,可 以 观测 到 疾病 或 癌症 的 发 展 进程 以 及 药物 治疗 
所 产生 的 反应 ,并 可 用 于 病毒 学 研究 .构建 转基因 动物 模型 .siRNA 研究 .干细胞 研 
究 、 蛋 日 质 相 互 作用 研究 以 及 细胞 体外 检测 等 锁 域 。 具 体 应 用 如 下 : 

(一 ) 标记 细胞 

L 癌症 与 抗 冶 药 物 研究 

直接 快速 地 测量 各 种 癌症 模型 中 肿瘤 的 生长 和 转移 ,并 可 对 癌症 治疗 中 癌 细 胞 
的 变化 进行 实时 观测 和 评估 。 活 体 体内 荧光 成 像 能 够 无 创伤 地 定量 检测 小 鼠 整 体 的 
原 位 瘤 、 转 移 瘤 及 目 发 瘤 。 活 体 体 内 荧光 成 像 技术 提高 了 检测 的 灵敏 度 , 即 使 微小 的 
转移 灶 也 能 被 检测 到 (可 以 检测 到 体内 10 ”个 细胞 的 微 转 移 )。 目 前 已 商品 化 的 肿瘤 
细胞 株 包 括 :前 列 腺 瘤 . 黑 色素 瘤 、 乳 腺 瘤 、 肺 瘤 、. 子 宫颈 痛 和 结肠 瘤 等 BiowareTM 
细胞 系 模型 。 

2. 免疫 学 与 干细胞 研究 

将 严 光 素 酶 标记 的 造血 干细胞 移植 人 脾 及 骨髓 ,可 用 于 实时 观测 活体 动物 体内 
干细胞 造血 过 程 的 早期 事件 及 动力 学 变化 。 有 研究 表明 ,可 应 用 带 有 生物 发 光标 记 
基因 的 小 鼠 淋 巴 细 胞 ,检测 放射 及 化 学 药物 治疗 的 效果 ,寻找 在 肿瘤 骨 骨 转移 及 抗 肿 
瘤 人 免疫 治 疗 中 复杂 的 细胞 机 制 。 应 用 可 见 光 活体 成 像 原 理 标记 细胞 ,建立 动物 模型 ， 
可 有 效 地 针对 同一 组 动物 进行 连续 地 观察 ,节约 动物 样品 数 ,同时 能 更 快捷 地 得 到 免 
疫 系统 中 病原 的 转移 途径 及 抗 性 蛋白 表达 的 改变 。 

3. 细胞 凋 亡 

当 灾 光 素 酶 与 抑制 多 肽 以 融合 绰 日 形式 在 哺乳 动物 细胞 中 表达 ,产生 的 融合 蛋 
日 无 瑞 光 素 酶 活性 ,细胞 不 能 发 光 , 而 当 细 胞 发 生 凋 亡 时 ,活化 的 Caspase 3 在 特异 
识别 位 点 切割 去 掉 抑 制 蛋 白 , 恢 复 荧 光 素 酶 活性 ,产生 发 光 现象 ,由 此 可 用 于 观察 活 
体 动物 体内 的 细胞 凋 亡 相关 事件 。 

(二 ) 标记 病毒 

以 区 光 素 酶 基因 标记 的 HSV-1 病毒 为 例 , 可 观察 到 HSV-1 病毒 对 肝脏 、 肺 、 牧 
及 淋巴 结 的 侵 染 和 病毒 从 血液 系统 进入 神经 系统 的 过 程 。 多 种 病毒 ,如 腺 病毒 、 腺 相 
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关 病 毒 ,慢性 病毒 、 乙 肝病 毒 等 已 被 区 光 素 酶 标记 ,用 于 观察 病毒 对 机 体 的 侵 染 过 程 。 
C=) 标记 细菌 


1. 细菌 侵 染 研究 | 

可 以 用 标记 好 的 革 兰 氏 阳 性 和 阴性 细菌 侵 染 活体 动物 ,观测 其 在 动物 体内 的 繁 
殖 部 位 .数量 变化 及 对 外 界 因素 的 反应 。 

2. 抗生素 药物 

利用 标记 好 的 细菌 在 动物 体内 对 药物 的 反应 ,医药 公司 和 研究 机 构 可 用 这 种 成 
像 技 术 进 行 药 物 和 斯 选 和 临床 前 动物 实验 人 研究。 近年 来 ,国际 上 大 型 制药 公司 纷纷 将 
活体 体内 葡 光 成 像 技术 在 动物 体内 的 实验 结果 作为 FDA( 美 国 食品 和 药品 检验 局 ) 
作物 申报 材料 中 非常 重要 的 临床 前 动物 实验 部 分 。 

(四 ) 基因 表达 和 蛋白 质 相 互 作用 

1 基因 表达 

为 研究 上 且 的 基因 是 在 何 时 、 何 种 刺激 下 表达 ,将 炎 光 素 酶 基因 插入 目的 基因 启动 
子 的 下 洲 , 并 稳定 整合 于 实验 动物 染色 体 中 ,形成 转基因 动物 模型 ,利用 其 表达 产生 
的 诡 光 率 酶 与 底 物 作用 产生 生物 发 光 , 反 映 目 的 基因 的 表达 情况 ,从 而 实现 对 日 的 基 
因 的 研究 。 这 可 用 于 研究 动物 发 育 过 程 中 特定 基因 的 时 空 表达 情况 ,观察 药物 诱导 
特定 基因 表达 ,以 及 其 他 生物 学 事件 引起 的 相应 基因 表达 或 关闭 。 

2. 组 织 特 异性 基因 表达 

效 光 素 酶 (luciferase) 是 一 类 生物 发 光 酶 ,其 中 的 renilla PIER BAM firefly 荧光 
案 酶 分 别 识别 不 同 的 底 物 ,一 种 细胞 可 被 这 两 种 荧光 素 酶 标记 :renilla KIER BAA 
由 一 组 成 性 稳定 表达 的 局 动 子 驱动 ,作为 内 参 , 反 应 细胞 数量 的 变化 ;firefly RHR 
酶 基因 由 要 研究 的 组 织 特异 性 启动 子 驱动 。 这 样 firefly 荧光 素 酶 发 光 信 和 号 的 变化 ， 
在 消除 细胞 数量 变化 的 影响 后 就 可 反映 特定 的 启动 子 在 动物 体内 的 表达 活性 。 

3. 蛋白 质 相 互 作用 

观察 细胞 中 或 活体 动物 体内 两 种 蛋白 质 的 相互 作用 ,是 将 荧光 素 酶 基因 分 成 两 
段 , 分 别 连 接 所 研究 的 两 种 蛋白 之 一 的 编码 DNA ,然后 导 人 细胞 或 动物 体内 表达 为 
融合 蛋 日 。 当 两 种 重 日 有 强 相 互 作用 时 ,表达 的 英 光 素 酶 两 部 分 相互 靠近 形成 有 活 
性 的 荧光 素 酶 ,在 有 底 物 存在 时 出 现 生 物 发 光 , 反 映 出 所 研究 的 两 种 蛋白 存在 相互 作 
用 。 此 原理 亦 可 用 于 研究 细胞 信号 传导 途径 。 

4， 阻 断 RNA 

通过 对 比 生物 发 光 的 变化 ,验证 在 成 年 小 鼠 体 内 注射 双 链 SIRNA 可 以 特异 地 阻 
遏 基因 表达 ， 

5. 基因 治疗 

基因 治疗 包括 在 体内 将 一 个 或 多 个 感 兴趣 的 基因 及 其 产物 安全 而 有 效 地 传递 到 
靶 细 胞 。 可 应 用 效 光 素 酶 基因 作为 报告 基因 用 于 载体 的 构建 ,观察 目的 基因 是 否 能 
够 在 试验 动物 体内 持续 高 效 和 组 织 特异 性 表达 。 这 种 非 侵 人 方式 具有 容易 准备 、 低 
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毒性 及 轻微 免疫 反应 的 优点 。 荧 光 素 酶 基因 也 可 以 插 人 脂 质 体 包 圳 的 DNA 分 于 
中 ,用 来 观察 脂 质 体 为 载体 的 DNA 运输 和 基因 治疗 情况 。 


(CH) 制作 动物 模型 


研究 者 根据 研究 目的 ,将 靶 基 因 、 靶 细胞 .病毒 及 细菌 进行 艾 光 素 酶 标记 ,同时 转 
入 动物 体内 形成 所 需 的 疾病 模型 ,包括 肿瘤 .免疫 系统 疾病 .感染 疾病 等 。 可 提供 部 
基因 在 体内 的 实时 表达 和 对 候选 药物 的 准确 反应 ,还 可 以 用 来 评估 候选 药物 和 其 他 
化 合 物 的 毒性 。 为 药物 在 疾病 中 的 作用 机 制 及 效用 提供 研究 方法 。 


WN BCR HY 


活体 体内 荧光 成 像 技术 是 检验 实验 动物 体内 分 子 及 细胞 的 强 有 力 手 段 , 正 在 被 
越 来 越 广泛 地 应 用 于 医学 及 生物 学 研究 领域 。 相 对 于 其 他 非 侵 人 性 观察 手段 ,如 
PET 等 ,活体 体内 奖 光 成 像 技 术 以 其 极 高 的 检测 灵敏 度 及 低廉 的 实验 费用 ,可 以 在 
极 短 的 时 间 内 应 用 尽 可 能 少 的 动物 数 精确 得 到 预期 的 实验 结果 ,为 研究 者 提供 了 广 
阔 的 应 用 空间 。 通 过 对 感染 过 程 的 观察 ,可 以 实时 地 提供 关于 疾病 过 程 的 新 信息 ,或 
发 现 前 所 未 知 的 新 致 病 点 。 将 这 种 高 灵敏 度 .高 精确 性 的 观察 方法 与 结构 成 像 技术 
(如 CT) 相 结合 ,是 该 项 技术 的 一 个 发 展 方 回 ,将 会 在 观测 到 结构 信息 的 同时 ,获得 
功能 性 信息 。 另 外 ,还 可 以 利用 计算 机 控制 的 扫描 激光 将 不 同 光线 投射 到 动物 体 表 ， 
这 些 光 线 投射 后 发 生 偏转 ,从 而 度量 动物 体 表 各 处 的 高 度 。 由 数码 相机 成 像 , 用 活体 
成 像 软件 汇总 影像 信息 ,从 而 得 出 动物 体 表 的 拓扑 信息 。 这 些 信息 可 用 于 对 动物 体 
表 三 维 拓扑 图 像 的 重组 。 随 着 小 鼠 及 人 类 基因 组 图 谱 的 绘制 完成 ,可 以 应 用 生物 发 
光 为 信号 ,在 转基因 鼠 体 内 研究 特定 基因 的 表达 情况 ,从 而 了 解 其 功能 。 因 此 ,活体 
体内 菊 光 成 像 技术 在 基础 科学 研究 及 药物 研究 领域 中 将 有 宽 厂 的 发 展 空间 。 





第 十 八 章 ” 流 式 细 胞 仪 


流 式 细胞 仪 (flow cytometr, FCM) 又 称 为 丈 光 激活 细胞 分 选秀 (fiuorescent 
activated cell sorter, FACS) ,是 一 种 通过 测量 细胞 标记 的 灾 光 ,对 单个 细胞 或 其 他 生 
物 颗粒 进行 快速 准确、 客观 定量 分 析 和 分 选 的 一 门 技术 ;是 在 单个 细胞 分 析 和 分 选 
基础 上 发 展 起 来 的 对 细胞 的 物理 和 化 学 性 质 ( 如 细胞 大 小 、 内 部 结构 ), 以 及 DNA, 
RNA 蛋白质、 抗原 等 进行 快速 测量 并 可 分 类 收集 的 高 级 精密 仪器 。 它 每 秒 钟 可 以 
检测 上 万 个 细胞 ,具有 高 灵敏 度 .高 分 辩 率 .高 重复 性 RAS ROS 
合 优势 。 它 集 电 子 技术 .计算 机 技术 .激光 技术 ,流体 理论 于 一 体 ,是 目前 分 析 细 胞 学 
中 最 具有 代表 性 的 先进 的 检测 仪器 之 一 ， 
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世界 上 最 早 试 图 使 细胞 检测 自动 化 的 人 是 Moldaven, 他 在 1934 年 就 尝试 用 光 
电 仪 记录 流 过 一 根 毛细 管 的 细胞 。1936 年 ,Caspersson 等 引入 显 微 光度 术 。1940 
年 Coons 提出 用 结合 了 荧光 素 的 抗体 去 标记 细胞 内 的 特定 蛋白 。1947 年 ,Guclcer 
运用 层 流 和 潢 流 原 理 研制 烟雾 微粒 计数 器 。1949 年 , Wallace Coulter 申请 了 在 悬 液 
中 计数 粒子 的 方法 的 专利 。1950 年 ,Caspersson 用 显 微 分 光 光 度 计 的 方法 在 紧 外 光 
(UV) 和 可 见 光 光 谱 区 检测 细胞 。1953 年 ,Croslannd Taylor 应 用 分 层 鞘 流 原理 ,成 
功 地 设计 了 红细胞 光学 自动 计数 咽 。 同 年 ,Parker 和 Horst 设计 了 一 种 全 血细胞 计 
数 器 装置 ,成 为 流 式 细胞 仪 的 雏形 。1954 年 ,Beirne 和 Hutcheon 发 明光 电 粒 子 计数 
ar. 1965 年 ,Kamemtsky 等 提出 两 个 设想 :一 是 用 分 光 光 度 计 定量 细胞 成 分 ;二 是 
结合 测量 值 对 细胞 分 类 。1967 年 ,Kamentsky 和 Melamed 在 Moldaven 的 方法 的 基 
础 上 提出 细胞 分 选 的 方法 。1969 年 , Van Dilla,Fulwyler 及 其 同事 们 在 国际 流 式 细 
胞 术 资 源 实验 室 发 明了 第 一 台 获 光 检 测 细 胞 计 。1972 年 , Herzenberg 研制 出 一 个 
细胞 分 选 部 的 改进 型 , 它 能 够 检测 出 经 过 灾 光 标记 抗体 染色 的 细胞 的 较 弱 的 获 光 信 
号 。1973 年 ,BD 公司 与 美国 斯 坦 福 大 学 合作 ,研制 开发 并 生产 了 世界 上 第 一 台 商 用 
流 式 细 胞 仪 FACS I1。 从 此 ,许多 厂家 不 断 研制 生产 出 自己 的 流 式 细 胞 仪 , 流 式 细胞 
术 进 入 了 一 个 空前 飞速 发 展 的 时 代 。 

20 世纪 80 年 代 是 流 式 细胞 仪 的 商品 化 时 期 ,在 这 期 间 不 断 有 新 型 号 的 仪器 推 
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”出 ,在 多 参数 检测 技术 上 不 断 提 高 。 进 入 20 世纪 90 年 代 , 随 着 微 电 子 技术 特别 是 计 
算 机 技术 的 发 展 ,计算 能 力 不 断 提高 , 流 式 细胞 仪 的 功能 也 越 来 越 强大 。 在 数据 管 
理 、 数 据 分 析 方 面 有 了 长 足 的 进步 。 

在 现代 流 式 细胞 术 中 ,由 于 结合 了 单 克 隆 抗体 技术 、 定 量 细 胞 化 学 和 定量 荧光 细 
胞 化 学, 使 用 了 新 的 灾 光 探 针 、 新 的 染色 方法 , 流 式 细 胞 技术 在 新 的 细胞 参数 分 析 方 
生日 从 发 展 ,在 生命 科学 、 临 床 医学 、 药 物 学 等 研究 领域 中 得 到 越 来 越 多 的 应 用 ， 

从 最 新 推出 的 仪 硕 看 , 流 式 细胞 仪 在 硬件 上 不 断 更 新 ,采用 更 新 的 器 件 ( 如 半 导 
体 激光 、 大 规模 集成 电路 ) ,以 实现 小 型 化 ;用 数字 电路 取代 模拟 电路 ,充分 发 挥 微 处 
理 谷 的 功能 以 实现 傈 单 化 ;在 软件 上 提高 数据 自动 分 析 能 力 , 充 分 发 挥 图 形 界 面 的 优 
点 ,使 操作 更 简便 。 

流 式 细胞 仪 分 为 两 大 类 : 

第 一 类 为 台式 机 ,其 特点 为 仪器 的 光路 调节 系统 固定 ,自动 化 程度 高 ,操作 简便 ， 
yy" Be. BD 公司 的 临床 型 FCM FACScan 也 是 最 早 获 得 美国 FDA 批准 可 用 
于 临床 诊断 的 仪器 。 

第 二 类 为 大 型 机 ,其 特点 为 可 快速 将 所 感 兴趣 的 细胞 分 选 出 来 ,并 且 可 将 单个 或 
指定 个 数 的 细胞 分 选 到 特定 的 培养 孔 或 板 上 ,同时 可 选 配 多 种 波长 和 类 型 的 激光 器 ， 
适用 于 更 广泛 的 科学 研究 应 用 。 

图 18-1 是 BD 公司 FACSAria 流 式 细胞 仪 , 它 具 有 分 选 速度 快 .多 参数 / 分 析 的 新 





图 18-1 BD FACSAria 流 式 细 胞 仪 
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第 二 下 工作 原理 与 基本 构成 


一 、 工 作 原 理 


将 经 菊 光 染色 或 标记 的 单 细胞 悬 液 放 和 人 样品 管 中 , 用 高 压 将 其 压 人 流动 室内 。 
流动 室内 充满 精液 ,在 鞘 液 的 包 豪 和 推动 下 ,细胞 被 排 成 单列 ,以 一 定 速 度 从 流动 室 
陆 踪 喷 出 。 在 与 细胞 液 流 呈 90 方向 上 ,激光 东 照 射 液 流 ,使 细胞 产生 散射 光 和 荧 
光 。 通 过 光学 系统 检测 并 接收 这 些 光学 信号 ,同时 转换 成 电 脉冲 信号 。 电 脉冲 信号 
经 过 计算 机 处 理 , 得 出 每 个 细胞 的 多 种 信息 参数 。 


二 基本 构成 


流 式 细胞 仪 主要 由 流动 室 及 液 流 驱 动 系统 ,激光 光源 及 光束 形成 系统 ,光学 系 
统 , 信 号 检测 与 存储 、 显 示 、 分 析 系 统 , 细 胞 分 选 系统 这 五 大 部 分 组 成 。 
(一 ) 流动 室 和 液 流 驱动 系统 
HEF O bit oh E H FE in A E A SO o 
用 光学 玻璃 . 石 灿 等 透明 、 稳 定 的 材料 制作 。 流 
动 室 的 设计 和 制作 均 很 精细 ,是 液 流 系统 的 心 
脏 。 单 细胞 悬 液 在 细胞 流动 室 里 被 精液 流 包 国 
通过 流动 室内 一 定 孔 径 的 筷 ( 检 测 区 在 该 孔 的 
中 心 ), ARATE OGRA. TERRA 
束 下 ,细胞 成 单行 排列 依次 通过 激光 检测 区 ,如 
图 18-2 所 示 。 流动 室 里 的 精液 流 稳定 流动 (为 
图 18-2 流动 系统 的 原理 图 .了 保证 液 流 是 稳 液 , 一 般 限 制 液 流速 度 
v<10m/s) ,控制 羔 液 流 的 装置 是 在 流体 力学 理 
沦 的 指导 下 由 一 系列 压力 系统 、 压力 感受 器 组 成 。 只 要 调整 好 鞘 液 压力 和 标本 管 压 
力 , 鞘 液 流 包 绕 样 癌 流 并 使 样 唱 流 保持 在 液 流 的 轴线 方向 ,就 能 够 保证 每 个 细胞 通过 
激光 照射 区 的 时 间 相 等 ,从 而 使 激光 激发 的 效 光 信息 准确 无 误 。 流 动 室 孔径 有 
60phm、100pm、150pm、250pm 等 多 种 , 供 研究 者 选择 。 小 型 仪器 一 般 固定 装置 了 一 
定 筷 径 的 流动 室 。 
(二 ) 激光 光源 与 光束 成 形 系统 
目前 台式 机 FCM 大 多 采用 和 握 离 子 气体 激光 器 ,BD 公司 的 FACSCalibur 可 增 配 
小 功率 半导体 激光 器 (波长 635nm) ,从 而 拓宽 了 其 染料 的 应 用 范围 。 
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激光 是 一 种 相干 光源 , 它 能 提供 单 波 长 .高 强度 及 稳定 性 高 的 光照 ,是 细胞 微弱 
荧光 快速 分 析 的 理想 光源 ,这 是 因为 由 于 细胞 的 快速 流动 使 每 个 细胞 经 过 光照 区 的 
时 间 仅 为 Lus 左右 ,而 每 个 细胞 所 携带 荧光 物质 被 激发 出 的 灾 光 信号 强 绊 与 被 照射 
的 时 间 和 激发 光 的 强度 有 关 , 因 此 激光 必须 达到 足够 的 光照 强度 。 激 光 光 束 在 到 达 
流动 室 前 , 先 经 过 透镜 ,将 其 聚焦 ,形成 几何 尺寸 约 为 22pym X66nm 即 短 轴 稍 大 于 细 
胞 的 直径 的 光斑 ,这 种 椭圆 形 光 斑 激 光 能 量 分 布 属 正 态 分 布 。 为 保证 样品 中 每 个 细 
胞 是 分 别 受 到 光照 并 且 受 照 强 度 十 分 一 致 , 须 将 样本 流 与 激光 束 正 交 且 相交 于 激光 
能 量 分 布 峰值 处 。 台 式 机 FCM 的 光路 调节 对 用 户 是 封闭 的 , 即 安 装 时 由 工程 师 调 
试 完毕 后 ,无需 用 户 做 任何 调节 ,所 以 用 户 操作 十 分 方便 。 

(三 ) 光学 系统 

流 云 细胞 仪 的 光学 系统 由 在 干 组 透镜 .小 孔 、. 滤 光 片 组 成 ,大 致 可 分 为 流动 室 前 
和 流动 宝 后 两 组 。 流 动 室 前 的 光学 系统 由 透镜 和 小 孔 组 成 ,透镜 和 小 孔 ( 一 般 为 2 片 
透镜 、1 个 小 孔 ) 的 主要 作用 是 将 激光 光源 发 出 的 横 截 面 为 圆 形 的 激光 光束 聚焦 成 横 
截面 较 小 的 椭圆 形 激光 光束 ,使 激光 能 量 成 正 态 分 布 , 使 通过 激光 检测 区 的 细胞 受 照 
强度 一 致 , 最 大 限度 地 减少 来 散光 的 干扰 ;流动 室 后 的 光学 系统 主要 由 多 组 滤 光 片 组 
成 , 滤 光 片 的 主要 作用 是 分 离 不 同 波长 的 灾 光 信号 ,然后 由 相应 的 光电 倍增 管 检测 。 

流 式 细胞 仪 通常 以 激光 作为 激发 光源 。 经 过 聚焦 整形 后 的 光束 ,垂直 照射 在 样 
品 流 上 ,荧光 兴 色 的 细胞 在 激光 束 的 照射 下 ,产生 散射 光 和 激发 区 光 。 这 两 种 信号 同 
时 被 前 问 光 电 二 极 管 和 90 方向 的 光电 倍增 管 接 收 。 区 光 信 和 号 的 接收 方向 与 激光 束 
生 直 ,经 过 一 系列 二 向 色 性 反射 镜 和 带 通 滤 光 片 的 分 离 ,形成 多 个 不 同 波长 的 荧光 信 
号 。 如 图 18-3 所 示 , 当 激光 器 发 出 的 光 经 过 聚焦 透镜 整合 , 照 到 细胞 流 上 ,细胞 除 发 
出 前 散射 光 和 侧 散 射 光 外 还 发 出 不 同 颜 色 的 诡 光 ,分 别 被 不 同 探测 通道 检测 ,得 到 相 


|r 
侧 散 射 光 传感器 
48g10 “| |53030 


FL2 |__| 588⁄42 L 
mit 90/10 光 分 离 器 


670LP 二 问 色 性 反 
Air 射 镜 560SP 
ms | | 
加 射 镜 640LP C > 荧光 收集 透镜 
光束 合成 器 TT 
fat JO es 
前 散射 光 传感器 


图 18-3 光学 系统 的 原理 
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应 的 参数 信息 。 

在 FCM 的 光学 系统 中 主要 光学 原件 是 滤 光 片 (Filter) ,主要 分 为 三 类 

(1) 长 通 滤 片 (longpass filter,LP); 长 通 滤 片 使 特定 波长 以 上 的 光 通 过 ,特定 波 
长 以 下 的 不 通过 。 如 LP500 滤 片 ,将 允许 500nm 以 上 的 光 通 过 ,而 500nm 以 下 的 光 
吸收 或 返回 。 

(2) 短 通 滤 片 (shortpass filter,SP): 与 长 通 滤 片 相反 ,特定 波长 以 下 的 光 通 过 ， 
特定 波长 以 上 的 光 吸 收 或 返回 。 

(3) 带 通 滤 片 (bandpass filter, BP) : 带 通 滤 片 可 允许 相当 窄 的 一 波长 范围 内 光 
通过 ,一般 滤 片上 有 两 个 数 ,一 个 为 允许 通过 波长 的 中 心 值 , 另 一 为 允许 通过 光波 段 
的 范围 。 如 BP 500/50 表示 其 允许 通过 波长 范围 为 475 一 525nm 。 

(H) 信号 检测 与 存储 、 显 示 、 分 析 系 统 

当 细 胞 携带 荧光 素 标记 物 ， 通 过 激光 照射 区 时 受到 激发 ， 产 生 不 同 波长 的 、 代 
表 细 胞 内 不 同 物质 的 荧光 信和 号。 荧光 信和 号 由 光电 接收 器 接收 ， 转 变 为 电信 和 号， 表征 
为 电压 脉冲 的 高 度 、 面 积 和 宽度 。 电 脉冲 信号 经 A/D 转换 成 数字 信号 并 传送 到 计 
算 机 ， 进 行 储存 、 作 图 、 统 计 分 析 。 经 荧光 染色 的 细胞 受 合适 的 光 激 发 后 所 产生 的 
菊 光 是 通过 光电 转换 器 转变 成 电信 号 而 进行 测量 的 。 光 电 倍 增 管 (PMT) 最 为 常用 ， 
它 的 响应 时 间 短 ， 仅 为 ns 数量 级 ， 而 且 光谱 响应 特性 好 ， 在 200~900nm 的 光谱 
区 ， 光 量子 产 额 都 比较 高 。PMT 的 增益 从 10° 到 10° 可 连续 调节 ， 因 此 对 弱 光 测 
量 十 分 有 利 。PMT 运行 时 特别 要 注意 稳定 性 问题 ， 工 作 电 压 要 十 分 稳定 ， 工 作 电 
流 及 功率 不 能 太 大 。 一 般 功 耗 低 于 0，5W， 最 大 阳极 电流 在 几 个 毫 安 。 此 外 要 注 
意 对 PMT 进行 瞳 适 应 处 理 ， 并 注意 需要 良好 的 磁 屏 蔽 。 在 使 用 中 还 要 注意 安装 位 
置 不 同 的 PMT， 因 为 光谱 响应 特性 不 同 ， 不宜 互 换 。 也 有 用 硅 光 电 二 极 管 的 ， 它 
在 强 光 下 稳定 性 比 PMT 好 。 从 PMT 输出 的 电信 和 号 仍然 较 弱 ， 需 要 经 过 放大 后 才 
能 输入 分 析 仪 器 。 流 式 细胞 仪 中 一 般 备 有 两 类 放大 器 。 一 类 是 输出 信号 幅度 与 输入 
信号 成 线性 关系 ， 称 为 线性 放大 器 。 线 性 放大 器 适用 于 在 较 小 范围 内 变化 的 信号 以 
及 代表 生物 学 线性 过 程 的 信号 ， 例 如 DNA 测量 等 。 另 一 类 是 对 数 放 大 器 ， 输 出 信 
号 和 输入 信号 之 间 成 常用 对 数 关 系 。 在 免疫 学 测量 中 常 使 用 对 数 放 大 器 。 因 为 在 免 
疫 分 析 时 常 要 同时 显示 阴性 、 阳 性 和 强 阳 性 三 个 亚 群 ， 它 们 的 荧光 强度 相差 1 一 2 
个 数量 级 ; 而 且 在 多 色 免 疫 荧光 测量 中 ， 用 对 数 放 大 器 采集 的 数据 易于 解释 。 此 外 
对 数 放 大 器 还 有 调节 便利 、 细 胞 群体 分 布 形状 不 易 受 外 界 工 作 条 件 影 响 等 
优点 。 

流 式 细胞 仪 测定 常用 的 荧光 染料 有 多 种 ,它们 分 子 结构 不 同 , 激 发 光谱 和 发 射 光 
谱 也 各 异 。 必 须 依据 流 式 细 胞 仪 所 配备 的 激光 光源 的 发 射 光波 长 选择 荧光 染料 ,如 
氢 离 子 气体 激光 管 , 它 的 激发 光波 长 488nm, 氨 氛 离 子 气 体 激 光 管 激发 光波 长 
633nm, 488nm 激光 光源 常用 的 荧光 染料 有 FITC( 异 硫 氰 酸 荧 光 素 )、PE( 藻 红 和 蛋 
白 ) PIHE RE) .CY5 AL § ©). preCP(H REY) ECD #4 EO-BH gE 
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红 ) 等 。 它 们 的 激发 光 和 发 射 光 波长 分 别 如 表 18-1 所 示 : 
表 18-1 流 式 细胞 仪 常用 荧光 染料 的 激发 光 和 发 射 光 波长 


KI UE Bl 激发 光波 长 (nm) 发 射 光 峰值 (nm) 


PI 488 630 
ECD 488 610 
PE-CY5 488 667 
PreCP 488 679 


各 种 荧光 信号 由 各 自 的 光电 倍增 管 C(PMT) 接收 并 转变 为 电信 和 号 后 存储 在 流 式 
细胞 仪 的 计算 机 硬盘 或 软盘 内 。 

(五 ) 细胞 分 选 系统 

如 在 细胞 流动 室 上 滚 有 超声 
奈 电 品 体 ,通电 后 超声 和 奈 电 晶体 发 
生 商 频 震 动 , 可 带动 细胞 流动 室 高 
频 震 动 ,使 细胞 流动 室 喷嘴 流出 的 
液 流 束 断 成 一 连 串 均匀 的 液 滴 ,， 每 
秒 钟 形成 上 万 个 液 滴 。 每 个 液 滴 
中 包 合 者 一 个 梓 儿 细胞, 当 仿 细胞 
的 液 滴 和 逐个 通过 激光 束 时 ,受到 两 
种 检测 需 的 检测 :如 有 打滚 滴 中 含有 
细胞 就 会 激活 干涉 检测 峰 inter- 
ference detector), RA tf A KER 
i 2 ed BY HR ai A eG Aa 
器 (fluorescence detector), “4 # 
有 奖 光 标记 的 液 滴 通过 激光 来 时 ， 
将 两 种 检测 器 同时 激活 ,引起 液 滴 
EERS RM LA i. H 
TR a tis A OT FL ty, Bo NT BA e a 
正极 移动 ,进入 到 奖 光 标记 细胞 收集 器 中 ,如 图 18-4 所 示 。 





图 18-4 ”细胞 分 选 原理 图 
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一 、 细 胞 周期 和 DNA 倍 体 分 析 


GoG 期 的 细胞 DNA 含量 为 二 倍 体 ,G:M 期 DNA 含量 是 四 倍 体 , 而 S 期 细胞 
的 DNA 含量 在 二 者 之 间 。 用 流 式 得 
到 直方 图 ,第 一 个 峰 是 GvG, 期 ,第 二 
个 峰 是 G: M 期 ,两 峰之 间 为 S 期 细胞 ， 


GG: 





i 如 图 18-5 所 示 。 

a 细胞 周期 分 析 主 要 用 于 几 个 领 

域 : ， 

1. 肿瘤 学 方面 

荧光 强度 和 肿瘤 细胞 异 倍 体 出 现 ,S 期 和 GM 
期 细胞 比例 增高 , 常 成 为 肿瘤 恶化 的 一 

图 18-5 ” 流 式 细胞 仪 细胞 周期 图 个 标志 。 

2. 细胞 凋 亡 研究 


泣 二 是 主动 性 死亡 ,其 形态 学 变化 包括 细胞 皱 缩 ,染色 质 致密 固 缩 , 核 碎 裂 ,形成 
泣 亡 小 体 。 油 亡 细 胞 在 细胞 周期 分 析 中 显示 GG 蜂 前 出 现 一 个 小 于 二 倍 体 含量 的 
小 峰 9 Ye] 1 BE 

3. 抗 肿瘤 药物 筛选 

将 Gi 一 SS 期 阻 断 , 可 能 控制 肿瘤 细胞 的 增生 。 目 前 采用 的 抗 肿瘤 药物 大 多 作用 
于 这 一 时 期 ,影响 肿瘤 细胞 在 周期 中 的 进程 。 


二 ARAL SAH 


1. PI 单 染 

区 别 凋 亡 和 坏死 细胞 的 最 常用 染料 。 

2. "ee #E( AO) Fe EB R# 

正常 细胞 ,AO 染色 为 强 绿色 ,EB 染色 为 弱 红 色 ; 凋 亡 细 胞 , AO 染色 为 阳性 ,EB 
染色 度 轻 度 增 加 ;坏死 细胞 ,EB 染色 明显 增强 ,AO 却 变 暗 (EB RGR), 

3. PI/FDA 方法 

RICK CBE CFDA) ,本 身 不 是 荧光 染料 ,但 可 以 被 活 细胞 摄取 ,并 由 细胞 内 的 
乙酸 酶 水 解 ,水 解 后 的 产物 艾 光 素 贮 存 于 细胞 内 显示 很 强 的 茨 光 。 当 细胞 同 PI 和 
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FDA 孵育 后 , 活 细胞 为 绿色 荧光 素 标记 , 死 细胞 为 PI 染色。 

4, Heo/PI R# 

死 细胞 能 被 这 两 种 染料 着 色 , 活 细胞 不 能 被 这 两 种 染料 着 色 , 凋 亡 细 胞 只 能 染 
t Heo, 

5, Annexin-V/PI ® # 

活 细 胞 为 (Annexin-V-/PI); 9h 3E 4 i WC Annexin-V +/PI+); #4 B A ie 
J (Annexin-V+ /PI-), 


= 染色 体 分析 


通过 对 染色 体 DNA 含量 分 析 ,得 到 染色 体 频 率 分 布 图 ,同类 型 染色 体 出 现 一 个 
峰 , 峰 下 的 面积 代表 这 种 类 型 染色 体 的 密度 。 


四 细胞 表面 标志 的 检测 

利用 抗原 抗体 特异 性 结合 的 原理 ,检测 细胞 表面 的 标志 物 。 

五 .淋巴 细胞 亚 群 分 析 

检测 原理 :利用 各 种 单 克隆 抗体 与 淋巴 细胞 表面 的 抗原 结合 ,再 配合 多 色 荧 光 染 


料 , 即 可 以 把 各 种 不 同 的 淋巴 细胞 亚 群 分 离开 来 。 如 图 18-6 所 示 , 图 中 FSC 代表 前 
散射 光 ,SSC 表示 侧 散 射 光 ,CD45、CD14 代表 细胞 表面 标记 分 子 。 


CD14 





CD45 


18-6 淋巴 细胞 亚 群 分 析 结 果 图 


六 、. 胞 内 生日 的 检测 


机 体内 许多 细胞 在 受到 外 界 刺激 后 会 分 泌 细胞 因子 。 用 流 式 细 胞 仪 检测 细胞 因 
子 的 含量 ,可 以 部 分 反映 细胞 的 功能 。 在 给 一 定 的 刺激 剂 增 加 细胞 因子 的 分 泌 后 更 
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易 用 流 式 细胞 仪 检测 到 ， 
七 .细胞 的 分 选 


可 以 在 无 菌 条 件 下 ,把 感 兴趣 的 细胞 分 选 出 继续 培养 ,做 更 这 和 人 的 研究 。 


SO 检测 梓 品 的 制备 


一 直接 标记 细胞 表面 分 子 


C) 将 细胞 样本 制 成 单 细胞 悬 液 , 悬 液 内 不 能 有 粘 集 . 团 块 。 

(2) 调整 细胞 浓度 为 (5X10) 一 (1X10*) 个 ,用 PBS 洗 两 次 ,用 100pL PBS 重 

(3) 加 入 适量 Fe 受 体 阻 断 剂 (与 抗体 匹配 的 动物 的 血清 或 IgG) , 4°C BERK E 
30min, 

C4) JA cei E BY) FF Fe PE R hp tc EE Hi PAR BR Hh eA TR AK AC 避 光 放置 
30min, 


(5) 用 PBACPBS+0. 5 % 4 A) ME ie , FA 400uL PBA 重 悬 细胞 ,上 机 检测 。 
二 、 检 测 细 胞 内 信号 分 子 


(1) 收集 细胞 ,用 PBS 洗 一 遍 ,计数 ,用 无 血清 培养 基调 至 细胞 浓度 为 
1 X10 个 /mL。 

(2) R lmL 加 入 EP 管 中 , 离 心 , 弃 上 清 ， 

(3) 用 100pL 固定 液 重 悬 细胞 ,常温 避 光 放置 20min, 

(4) 用 PBS 洗 去 固定 液 。 | 

(5) FA 20°C HRY BY 90% FA ak SF AR E TE °C EI AF 10min. 

(6) 用 PBS 洗 一 遍 , 弃 上 清 , 加 200 pL 穿 膜 液 重 悬 细胞 ,常温 避 光 放置 10min。 

(7) 用 PBS 洗 一 遍 , 弃 上 清 ,加 100pL 穿 膜 液 重 悬 细胞 ,加 入 适量 一 抗 或 独特 型 
对 照 抗 体 ,4YC 避 光 孵 育 30min。 

(8) 用 PBS 洗 两 遍 , 用 100pL PBS 重 悬 细胞 ,加 入 适量 特异 性 荧光 标记 二 抗 ， 
4°C HEIEIR B 30min, 

(9) 用 PBS WM i, A 400pL PBS 重 悬 细胞 ,上 机 检测 。 





第 十 八 章 ” 流 式 细 胞 仪 273 


三 .用 PI 单 染 检测 细胞 周期 


C1) 将 细胞 制 成 单 细 胞 悬 液 。 

(2) 将 细胞 悬 液 快速 注射 到 4C 预 冷 的 70%% 乙 醇 中 , 吹 打 均匀 ,固定 24h。 
(3) 1 500rpm 离心 10min, t, Ji PBS F KHT, 

(4) 计数 ,调整 细胞 浓度 至 1X10° 个 /mL。 

(5) 加 入 RNA WBZ 0. 5mL,37°C FF 30min, 

(6) 1 500rpm 离心 10min, ## RNA 酶 ,用 冷 PBS 洗 一 次 ， 

(7) 加 PIRX E 20~30min. 

(8) 离心 ,用 PBS 重 悬 细胞 ,300 目 尼 龙 网 过 滤 , 上 机 。 


四 样品 制备 的 注意 事项 


(1) 制 成 单 细 胞 悬 液 ,不 能 有 粘 集团 块 ,不 能 有 过 多 的 细胞 碎片 。 

(2) 细胞 最 适 密度 为 (5X105) 一 (1X105) 个 ]mEL， 

(3) 荧光 染色 后 尽量 洗 净 细胞 外 的 多 余 染 料 ,减少 荧光 本 底 。 

C4) 双 当 时 尽量 选择 发 射 光谱 不 接近 的 荧光 色素 ,这 样 在 同一 激发 光照 射 下 , 产 
生 易 区 别 的 两 种 荧光 颜色 。 

(5) 细胞 分 选 后 继续 培养 ,样品 制备 和 上 机 应 无 菌 操 作 。 


第 五 节 ”仪器 的 基本 操作 步骤 


— FACS Calibur 


(一 ) EAR HR 

(1) 先 打 开 仪 器 电源 ,再 打开 计算 机 。 

(2) 检查 有 没有 足够 的 鞘 液 ( 一 般 4/5 满 ) ,看 鞘 液 氏 有 无 盖 紧 以 免 漏 气 。 

(3) EEJ AI A pressure” EIDA E. 

(4) 运行 “cell quest "程序 ,在 “aquire”( 获 取 ) 窗 口 里 选择 “connect to cytometer” 
(JE AL) L R “counters” (细胞 计数 ) 。 

(5) 在 "cytometer” 窗 口 选 择 “detectors”( 探 测 器 )、“threshold”( 域 值 ) “com- 
pensation” (4) “status2( 状 态 ) 打 开 。 

(6) 根据 需要 画 出 直方 图 或 点 图 。 
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(7) 在 aquire 里 选择 “parameter description”( 参 数 描述 ) ,新 建 一 个 文件 夹 存 储 
数据 并 写 Pl1、P2、P3、P4、P5。 

(8) 上 空白 样 ,在 aquire 里 选择 “aquire” 开 始 获取 数据 ,控制 面板 选择 "run GS 
行 ) ,流速 一 般 为 “low”。 同 时 调节 “detectors” 的 参数 使 图 达到 理想 状态 。 

(9) 如 果 做 的 样品 同时 标 几 种 荧光 , 先 测 单 标 样品 调节 补偿 值 。 

(10) 调 好 所 有 的 参数 ,开始 上 检测 管 ,保存 数据 。 

(11) 检测 完毕 ,从 “file” 中 选择 “quit”, 退 出 软件 ,选择 “don’t save” BRA. 

(12) 用 4mL1l1:10 稀 释 的 漂白 水 作 样 品 , 将 样品 置 于 劳 位 (vacuum is on), 当 
外 管 吸 去 约 2mL ,将 样品 架 置 于 中 位 人 (vacuum is off), “high run”5min( 内 管 吸 
去 2mL), 

(13) BOR = 287K 4mL 作 样 品 ,同上 处 理 。 

(14) 按 “prime”3 次 。 

(15) 此 时 仪器 自动 转 为 “standby” 状 态 , 换 2mL = RK. MATE ah Mb F 
“standby” 状 态 下 10min 后 再 依次 关 掉 计算 机 、 打 印 机 \ 主 机 、 稳 压 电源 ,以 延长 激光 
管 寿命 ,并 确保 应 用 软件 的 正常 运行 。 

(16) 填写 使 用 登记 表 。 

(二 ) 仪器 使 用 注意 事项 

(1) 先 打 开 仪 器 电源 ,再 开 计 算 机 ,否则 软件 找 不 到 仪器 。 

(2) 使 用 前 , 先 检 查 闽 液 是 否 够 用 , 废 液 是 否 已 满 。 

(3) 检测 样品 时 ,顺序 是 先 上 空白 ,再 上 单 标 ,最 后 检测 管 ,参数 一 旦 调 好 ,基本 
不 能 再 做 变动 。 每 次 测量 都 需要 对 照 组 。 

(4) 获取 数据 时 ,一 般 使 用 低 流速 ,除非 细胞 太 少 。 

(5) 如 果 样 品 中 有 粘 集 、 团 块 , 不 能 直接 检测 以 免 堵 塞 进 样 孔 。 

(6) 发 现 吸 不 上 细胞 , 先 检查 参数 设置 是 否 正确 ,再 检查 流 式 管 是 否 油气 。 如 采 
二 者 沸 排 除 ,可 能 是 管道 有 些 堵 , 应 立即 清洗 。 

(7) 检测 完毕 ,一 定 要 先 用 漂白 水 再 用 蒸馏 水 清洗 内 外 管道 。 

(三 ) 仪器 维护 与 保养 

(1) 每 次 测 完 一 定 要 清洗 内 外 通道 。 

(2) 不 能 频繁 开关 仪器 ,以 免 缩 短 激 光 器 的 寿命 。 

(3) 每 个 月 维护 一 次 管道 ,用 床 日 水 和 薰 馏 水 代替 和 鞘 液 清洗 。 

(4) 定期 更 换 过 滤器 ,提高 滤 抒 大 颗粒 杂质 的 效果 。 


,FAcs Aria 


(一 ) 基本 操作 步 又 | 
(1) 打开 计算 机 ,打开 流动 室 的 门 , 阻 止 激光 照射 。 
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(2) 打开 仪器 电源 和 激光 ,让 激光 预 热 30min。 

(3) 启动 *BD FacsDiva” 软 件 , 输 入 密 倘 。 

(4) 确定 仪器 的 液 流 状态 ,补充 鞘 液 , 倒 空 废 液 。 

(5) 启动 液 流 “instrument” 一 “fluidics startup”. 

(6) 在 “breakoff” 窗 口 局 动 液 流 柱 。 

(7) 从 “sort”->“sort setup” 选 定 一 个 需要 的 模式 。 

(8) W “amplitude”, A AREI. 

(9) 液 流 稳定 时 ,打开 “sweet spot”, 

(10) 装 上 需要 的 收集 装置 ,检查 所 有 液 流 的 位 置 保证 能 收集 到 分 选 的 细胞 。 

(11) 上 样 , 调 节 各 个 参数 使 条 件 达 到 最 佳 。 

(12) 用 “accudrop” 小 球 调 市 “drop delay”. 

(13) 运行 分 选 样品 , 男 门 来 清楚 定义 想 分 选 的 细胞 。 

(14) 为 样品 管 定义 一 个 "sort layout”, 

(15) 上 样 加 压 , 打 开 偏 转 板 ,点 击 sort 开始 分 选 。 

(16) 分 选 结束 后 先 关 掉 “stream”, 然 后 选择 “fluidics shutdown” X +E AARIA filo 

(17) 先 用 rinse 再 用 DI 清洗 进 样 口 。 

(18) 依次 关 掉 激光 器 主机 和 计算 机 ，。 

(19) 详细 登记 使 用 时 间 和 样品 数 。 

(二 ) 注意 事项 

(1) 没有 启动 液 流 的 时 候 不 可 以 打开 激光 , 刚 开 机 的 时 候 要 打开 液 流 室 的 门 。 

(2) 开机 之 前 一 定 要 先 检查 五 个 容器 的 状态 ,确定 主要 辅 液 是 否 已 空 , 废 液 是 否 
已 满 等 。 | 
(3) 用 酒精 或 漂白 水 清洗 时 一 定 要 拔 掉 滤 器 ,以 避免 对 滤 膜 的 损伤 。 

(4) 由 于 喷嘴 易 损坏 ,上 样 检测 的 如 果 是 粘 稠 样品 ,一 定 要 尽量 稀释 到 看 不 到 任 
fa A SR A UL BE» LA Se SR BE aE 。 

(5) 调节 参数 后 液 流 若 还 是 一 直 不 稳 , 可 能 喷嘴 没 放置 好 , 须 取 下 重新 放置 。 

(6) 分 选 结束 后 不 能 直接 退出 软件 ,必须 先头 掉 液 流 系统 ,清洗 后 才 可 以 退出 。 


第 六 节 ”重要 参数 及 意义 


一 、 前 同和 散射 光 (FSC) 


当 一 个 细胞 被 激光 照射 后 ,产生 散射 光 。 激 光 0 方向 上 有 较 强 的 衍射 光 , BD 
向 散射 光 ,如 见 图 18-7 所 示 。 当 用 遗 光 板 除 去 本 底 光 的 影响 时 ,前 向 散射 光 强 度 是 





276 细胞 生物 学 奖 光 技术 原理 和 应 用 


d/A PY PBX. A 表示 波长 ,d 表示 细胞 大 小 。 所 以 FSC 反映 细胞 的 大 小 。 





18-7 ”前 向 散射 光 示 意图 


=. \ 侧 向 散射 光 (SSC) 


也 称 90 散射 。 激 光 0 方向 上 衍射 光明 显 减 弱 , 而 反射 .折射 光 很 强 。 这 反映 细 
胞 内 颗粒 物质 的 大 小 和 多 少 , 如 图 18-8 BAR 


| 前 散射 光 传感器 





90? 散 射 光 传感器 
图 18-8 90 侧 向 散射 光 示 意 力 


三 RIGS 


细胞 经 荧光 染色 后 ,荧光 素 受 到 激发 光 激发 而 发 射 荧光 。 由 于 荧光 色素 的 不 同 ， 
激发 后 可 显示 不 同 的 荧光 颜色 。 不 同 的 颗粒 结合 荧光 色素 量 不 同 ,发 射出 的 荧光 的 
强度 分布 亦 不 同 。 荧 光 信 号 反映 生物 颗粒 表面 和 内 部 的 各 种 情况 。 

菊 光 信号 主要 包括 两 部 分 : 

(1) 目 发 菊 光 , 即 不 经 荧光 染色 细胞 内 部 的 荧光 分 子 经 光照 射 后 所 发 出 的 荧光 。 

(2) 特征 荧光 , 即 由 细胞 经 染色 结合 上 的 荧光 染料 受 光照 而 发 出 的 荧光 ,其 荧光 
强度 较 弱 ,波长 也 与 照射 激光 不 同 。 

日 发 菊 光 信号 为 噪声 信号 ,在 多 数 情况 下 会 干扰 对 特异 荧光 信和 号 的 分 辨 和 测量 。 


PTAR MAMRY = 277 


在 免疫 细胞 化 学 等 测量 中 ,对 于 结合 水 平 不 高 的 荧光 抗体 来 说 ,如 何 提高 信 品 比 是 个 
关键 。 一 般 说 来 ,细胞 成 分 中 能 够 产生 的 自发 奖 光 的 分 子 ( 如 核 黄 素 .细胞 色素 等 ) 的 
合 量 越 高 , 目 发 严 光 越 强 ; 塔 养 细胞 中 死 细 胞 / 活 细胞 比例 越 融 , 目 发 奕 光 越 蝇 ;细胞 
样品 中 所 含 亮 细胞 的 比例 越 高 ,日 发 荧光 越 强 。 

减少 且 发 区 光 干 扰 、 担 高 信 噪 比 的 主要 措施 是 : 

(1) 尽量 选用 较 亮 的 奖 光 染料 ; 

(2) 选用 适宜 的 激光 和 滤 片 光学 系统 ; 

(3) 采用 电子 补偿 电路 ,将 上 自发 荧光 的 本 底 予 以 补偿 。 


四 补偿 值 


在 流 式 细 胞 仪 上 进行 多 色 免 疫 荧 光 分 析 时 ,使 用 的 不 同 荧 光 素 的 发 射 光谱 有 重 
秋 现 象 , 如 果 不 对 这 种 现象 做 适当 的 调整 ,就 会 导致 菜 一 荧光 素 发 出 的 荧光 被 其 他 
“错误 ”的 检测 器 检测 到 。 这 种 由 于 补偿 问题 导致 的 错误 ,会 得 到 假 阳 性 的 错误 结果 ， 
并 可 能 在 等 高 图 的 多 色 分 析 时 ,得 到 错误 的 细胞 群体 。 这 里 通过 使 用 恰当 的 单 染 或 
双 染 的 样本 ,对 补偿 加 以 调整 ,去 除 光谱 重叠 部 分 的 影响 信号 ,就 可 以 准确 地 在 流 式 
细胞 仪 上 进行 细胞 多 色 分 析 了 。 

补偿 不 足 或 补偿 设置 不 当 , 都 会 导致 假 阳 性 结果 或 人 为 造成 直方 图 的 偏 移 。 例 
如 ,在 多 色 分 析 中 ,如 果 荧 光 染 色 细 胞 的 补偿 设置 不 足 , 就 可 能 在 双色 等 高 图 上 显示 
出 一 个 假 的 双阳 性 群体 ,导致 数据 分 析 失 误 。 在 三 色 荧光 分 析 时 ,为 了 防止 由 于 补偿 
造成 的 错误 ,应 该 使 用 单 染 细胞 调整 补偿 , 即 用 每 一 个 荣光 抗体 单 染 细胞 ,然后 调整 
每 两 种 颜色 之 间 的 补偿 。 双 色 分 析 时 ,可 以 使 用 两 个 互 斥 的 单 阳性 抗体 ,通过 两 种 单 
阳性 细胞 群体 和 双 阴 性 群体 来 调整 补偿 。 

具体 调整 补偿 步骤 如 下 . 

(1) 检测 一 个 未 染色 样本 (自发 荣光) ,调整 前 向 角 散 射 光 FSC 和 侧身 角 散 射 光 
SSC 设置 ,使 测定 细胞 群体 显示 好 ,并 可 以 按 要 求 设 门 。 

(2) 设 门 后 ,调整 自发 荣光 的 FL1、FL2、FL3 的 电压 设置 (detector settings) ,在 
对 数 模式 下 ,使 自发 荧光 位 于 荧光 直方 图 的 左 侧 (10! 以 内 )。 比 较 自 发 荧光 和 阳性 
细胞 的 荧光 强度 ,保证 每 个 荧光 的 阳性 水 平 都 可 以 按 比例 显示 。 

(3) 使 用 荧光 抗体 逐个 染色 ( 单 染 ) ,运行 单 染 样本 ,调整 补偿 。 检 测 双色 点 图 ， 
调整 补偿 设置 (compensation settings) ,使 染色 阳性 细胞 和 未 染色 阴性 细胞 在 横 轴 水 
平 ES SEH WN 18-9 所 示 。 例 如 ,对 于 PE 标记 的 单 克隆 抗体 染色 的 细胞 群 ， 
上 下 调整 FL1-%FL2 的 设置 ,使 FL 阳性 群体 与 FL2 阴性 群体 上 下 垂直 (FL2 vs 
FLI 点 图 ); 然 后 ,使 用 FITC 标记 的 单 克隆 抗体 染色 的 细胞 群 ,左右 调整 FL2-%FL1 
的 设置 ,使 FL1 阳性 群体 与 FL1 阴性 群体 左右 水 平 (FL2 vs FLI 点 图 )。 然 后 ,再 依 
次 调整 第 三 色 补 偿 FL2-%FL3 和 FL3-%F12， l 
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B | | 0.1 1 10 100 1000 

10 10010001 10 100 1 000 CD3 FITC 

A 调整 补偿 到 不 同 值 的 结果 B 没有 调整 补偿 的 结果 
图 18-9 调整 补偿 的 结果 


一 
ju 
— 


五 .使 用 双色 补偿 质 控 样本 ,微调 补偿 


例如 用 FITC 和 PE 单 克 隆 抗体 ,PE 和 Cy-Chrome 单 克隆 抗体 染色 ,最 好 使 用 
互 斥 的 单 克隆 抗体 和 同型 对 照 染 单 阳性 细胞 群体 。 也 可 以 将 两 种 单 染 细胞 混合 ,用 
一 个 样本 管 进 行 双色 补偿 调整 (如 混合 FITC 和 PE 染色 细胞 ), 在 缺少 互 斥 标记 的 
情况 下 ,可 以 使 用 此 方法 。 每 一 种 细胞 群体 应 位 于 相应 的 象限 。 


Sop ”数据 处 理 与 分 析 


一 、 流 式 的 实验 数据 主要 有 以 下 儿 种 形式 


(一 ) 直方 图 

以 细胞 数 为 纵 坐 标 , 取 FSC、SSC、FL1、FL2、FL3 的 任意 一 个 为 模 坐标 。 图 上 的 
每 个 峰 表示 荣 些 性 质 相同 的 一 群 细胞 ,如 图 18-10 所 示 。 

(二 ) 点 图 


任 选 两 个 参数 为 XY 轴 ,每 个 点 代表 一 个 细胞 ,可 以 区 分 细胞 性 质 不同 的 群体 ， 
如 图 18-11 Bra. 





第 十 八 章 ” 流 式 细胞 仪 ` 279 





0 200 400 600 800 1000 i” 10° 10 10° 10 
FL _A CD3 
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18-11 点 图 


(三 ) 等 高 图 和 密度 图 | 

图 18-12 所 示 的 等 高 图 是 类 似 于 地 图 上 等 高 线 的 表示 法 。 它 是 为 了 克服 二 维 点 
图 的 不 足 而 设置 的 显示 方法 。 等 高 图 上 每 一 条 连续 曲线 上 具有 相同 的 细胞 相对 或 绝 
对 数 , 即 “等 高 "。 曲 线 层次 越 高 ,所 代表 的 细胞 数 愈 多 。 一 般 层次 所 表示 的 细胞 数 间 
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图 18-12 等 高 图 和 密度 图 
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隔 是 相等 的 ,因此 等 高 线 越 密集 则 表示 变化 率 越 大 ,等 高 线 越 鸣 则 表示 变化 平缓 。 
密度 图 上 扣 密 度 大 小 代表 细胞 密度 大 小 , 扣 越 密集 表示 细胞 数 越 多 。 


一 、 数据 分 析 


考虑 到 FCM 的 可 靠 性 ,要 注意 到 对 每 组 测量 都 要 有 对 照 组 。 对 照 组 可 以 是 空 
日 对 照 组 、 阴 性 对 照 组 ,或 零 时 刻 对 照 组 等 ,具体 设置 应 根据 整体 实验 要 求 而 定 。 

流 式 细胞 仪 的 数据 获取 软件 主要 为 CellQuest, 它 也 可 以 用 于 分 析 数 据 。 专 门 用 
于 分 析 数 据 的 软件 为 WINMOI, 用 户 可 以 自行 通过 正规 途径 获取 。 此 外 也 常用 
ModFit 软件 专门 计算 细胞 周期 。 


— 


PT TILA KIGE PCR 1X 


ap 概 OR 


聚合 酶 链 式 反应 (poljymerase chain reaction, PCR), FE RP DS REE DNA 片断 
的 新 技术 。 其 特点 是 操作 简便 ， TEREN I A A T RRRA N N DNA 序列 的 
BM. 

PCR 技术 从 发 明 到 现在 仅 有 20 多 年 时 间 。 最 初 只 是 DNA 大 分 子 的 易 折 性 以 
及 限制 性 内 切 酶 的 被 发 现 , 分 子 生 物 学 家 便 开 始 大 量 使 用 限制 性 内 切 酶 和 赛 核 昔 酸 
探 针 来 研究 DNA ,直到 1983 年 12 月 16 A Cetus 公司 的 Kary Mullis 第 一 次 合成 核 
苷 酸 探 针 ,实验 成 功 , 发 明了 PCR. 1985 年 ,关于 PCR 的 文章 首次 在 4 科学》 上 发表。 
1987 年 Cetus 公司 在 美国 获得 PCR 基本 技术 专利 批准 ,成 立 了 Perkin-Elmer Cetus 
仪器 公司 (PECD ,同年 11 月 推出 了 第 一 个 PCR 试剂 产品 及 第 一 台 热 循环 仪 。1989 
年 12 ACRES AR PCR 和 它 所 使 用 的 聚合 酶 命名 为 第 一 个 "年度 分 于 ”。1990 
年 ,Cetus 公司 的 研究 人 员 D. Gelfand 和 S. Stoffel 发 明了 纯化 Taq DNA RBH 
方法 ,第 一 个 PCR 试剂 盒 用 于 HLA 定量 检测 分 析 。1992 年 Cetus 公司 获得 Taq 
RS . 热 循环 扩 增 仪 等 专利 。1993 年 Kary Mullis 因 PCR 的 发 明 获 得 该 年 度 诺 贝尔 化 

PCR 技术 在 分 子 生 物 学 中 很 快 就 得 到 了 广泛 应 用 ,推动 了 分 子 生 物 学 及 其 相关 
学 科 的 快速 发 展 。 但 早期 的 PCR 检测 有 易 污 染 、 假 阳性 率 高 等 缺点 。 为 了 死 服 这 些 
缺点 ,近年 来 ,又 发 展 了 多 种 将 传统 PCR 技术 与 其 他 技术 结合 的 新 型 PCR 技术 ,最 
成 功 的 有 PCR 与 ELISA 相 结 合 的 PCR-ELISA 技术 和 PCR 与 荧光 检测 相 结合 的 
荧光 定量 PCR 技术 。 它 们 不 仅 克 服 了 早期 PCR 的 缺点 ,而 且 还 具有 操作 简单 ,结果 
直观 ,可靠 .重复 性 好 特异 性 强 、 定 量 准确 等 优点 。 其 中 荧光 定量 PCR 技术 通过 与 
计算 机 连接 ,可 分 析 PCR 过 程 中 产生 的 严 光 信号 ,实现 了 实时 在 线 检 测 PCR 的 扩 
增 过 程 ,而 无 需 对 PCR 扩 增 产物 进行 后 处 理 , 成 为 分 子 生 物 学 研究 及 医学 临床 检测 
中 的 一 个 越 来 越 重 要 的 检测 手段 。 
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第 二 节 基本 原理 


所 谓 实时 荧光 定量 PCR 技术 ,是 指 在 PCR 反应 体系 中 加 入 荧光 基 团 ,利用 荧光 
信号 积累 实时 监测 整个 PCR 进程 ,最 后 通过 标准 曲线 对 未 知 模板 进行 定量 分 析 的 
方法 。 


一 \ 灾 光 和 定量 化 学 原理 


实时 灾 光 定量 PCR 常用 的 检测 模式 有 TaqMan/TaqMan MGB 探 针 法 和 SYBR 
Green I 严 光 染料 法 两 种 。 
(一 ) TaqMan/TaqMan MGB 探 针 法 


”TaqMan 技术 的 要 点 是 ,在 普通 PCR 原 有 的 一 对 特异 性 引物 的 基础 上 增加 了 一 
条 特异 性 的 获 光 双 标 记 探 针 。 该 探 针 同样 与 核酸 特异 性 结合 , 而且 结 合 部 位 位 于 引 
物 结合 区 域 的 中 间 。 探 针 的 5 端 和 3' 端 分 别 标记 不 同 的 荧光 素 , 如 5 端 标记 FAM 
RICK, 它 发 出 的 荧光 能 够 被 检测 仪器 接收 , 称 为 报告 荧光 基 团 ;3 端 一 般 标 记 
TAMRA 荧光 素 , 它 在 近 距 离 内 能 吸收 5 端 报 告 菊 光 基 团 发 出 的 荧光 信号, 称 为 济 
灭 荧光 基 团 。 当 PCR 反应 在 退火 阶段 时 ,一 对 引物 和 一 条 探 针 同时 与 且 的 基因 片段 
结合 , 探 针 位 于 引物 之 间 。 此 时 探 针 5 端的 报告 荧光 基 团 发 出 的 荧光 信和 号 被 3 端的 
深 灭 荧光 基 团 吸收 ,仪器 检测 不 到 荧光 信号 。 当 PCR 反应 进行 到 延伸 阶段 时 ,Taq 
酶 在 引物 的 引导 下 ,以 四 种 核 苷 酸 为 底 物 ,根据 碱 基 配 对 的 原则 , 沿 者 模板 链 合 成 新 
链 。 当 链 的 延伸 进行 到 探 针 结合 部 位 时 ,受到 探 针 的 阻碍 而 无 法 继续 ,此 时 的 Taq 
酶 发 挥 它 的 5 ->3 外 切 核酸 酶 的 功能 ,将 探 针 切 成 单 核 苷 酸 , 消 除 阻 碍 ,将 链 延 伸 过 
程 进行 到 底 ,合成 新 链 。 而 被 水 解 的 探 针 ,其 5 端 和 3 端的 荧光 素 此 时 都 游离 于 溶 
液 中 ,5' 端 荧光 素 发 出 的 荧光 信号 不 再 被 3 端的 漆 灭 基 团 吸收 ,荧光 信和 号 即 被 仪器 接 
收 。PCR 进行 一 个 循环 ,合成 了 多 少 条 新 链 就 水 解 了 多 少 条 探 针 ,释放 了 相应 数目 
的 荧光 基 团 ,荧光 信和 号 的 强度 与 PCR 反应 产物 的 量 呈 对 应 关系 。 随 着 PCR 过 程 的 
进行 ,重复 上 述 过 程 ,PCR 产物 呈 指 数 形 式 增 长 ,荧光 信和 号 也 相应 增长 。 整 个 过 程 如 
19-1 PAR . 

与 上 述 TaqMan 探 针 相 比 ,TaqMan MGB 探 针 有 两 个 主要 的 不 同 :一 是 探 针 3 
端 标 记 了 自身 不 发 光 的 湾 灭 荧光 分 子 , 以 取代 和 常规 可 发 光 的 TAMRA 菊 光 标记。 这 
使 荧光 本 底 降低 ,荧光 光谱 分 辨 率 得 以 大 大 改善 。 二 是 探 针 3 端 另 结合 了 MCB 
(minor groove binder) 结 合 物 ,大 大 增加 了 探 针 的 杂交 稳定 性 ,使 结果 更 精确 、 分 辨 
率 更 高 。 
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图 19-1 TaqMan 探 针 法 


探 针 设计 一 般 应 符合 以 下 条 件 :GC tit HE AS EEE 40% ~ 60% ;避免 单 核 苷 酸 序列 
的 连续 重复 ,尤其 是 G; 避 免 5 端 为 G, 因 为 G 对 荧光 可 能 有 抑制 作用 ,尽量 使 C 的 
TRE F G; 长 度 应 在 15 一 25 个 碱 基 左右 ,以 保证 结合 的 特异 性 ; 探 针 的 Tm 值 要 比 
引物 的 Tm 值 至 少 高 出 约 10'C 。 另 外 , 探 针 与 引物 不 能 形成 二 聚 体 ,位 置 与 上 游 引 
WS Ht FRA (AA BE 。 

(=) SYBR Green I X KH HHFE 

SYBR Green I 是 一 种 只 与 双 链 DNA 小 沟 结 合 的 染料 , 当 它 与 DNA 双 链 结合 
时 ,发 出 灾 光 ;不 挫 人 链 中 的 SYBR 染料 分 子 不 会 发 射 任何 荧光 信和 号, 当 它 从 DNA 
双 链 上 释放 出 来 时 ,荧光 信号 急剧 减弱 ,从 而 保证 荧光 信号 的 增加 与 PCR 产物 的 增 
加 完全 同步 。 因 此 ,在 一 个 体系 内 ,其 信号 强度 代表 了 双 链 DNA 分 子 的 数量 ,如 图 
19-2 所 示 。 它 的 缺点 在 于 能 与 非特 异性 双 链 DNA( 如 引物 二 至 体 ) 结 合 ,但 其 产生 
的 干扰 可 通过 熔 解 曲线 分 析 得 到 解决 。 

上 述 两 种 定量 方法 是 目前 应 用 比较 多 的 ,两 者 各 有 所 长 :TaqMan /TaqMan 
MGB 基于 引物 和 探 针 的 高 度 特异 性 ;而 SYBR Green 则 基于 引物 的 特异 性 ,同时 较 
TaqMan 便宜 ,用 于 对 特异 性 要 求 不 高 的 场合 。 

(=) UNG 酶 和 金牌 Taq 酶 原理 

为 保证 定量 的 准确 性 , 需 预 防 非特 异性 PCR 扩 增 和 污染 。 常 用 的 措施 为 使 用 
UNG 酶 (Uracil-N-Glycosylase) 和 热 启 动 。UNG 酶 的 作用 原理 是 降解 含有 dU 的 
双 链 或 单 链 DNA。 它 在 50C 激 活 ,95C 灭 活 。 由 于 商用 PCR 试剂 盒 均 以 dUTP x 
代 dTTP, 所 以 PCR 产物 都 是 含有 dU 的 DNA 链 。 在 定量 PCR 开始 前 增加 50°C 的 
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fE, A BY VA a ab te Bl 2K AE ae FC 5 Ba Fe Hee PI A DE ee FE AS I BY — EE 
可 以 使 特定 波长 的 光 通 过 ,从 而 达到 区 分 产物 的 目的 ;通过 滤 镜 轮 的 荧光 经 过 多 元 镜 
Ja Kae Be A) CCD 相机 所 捕 提 到 ,从 而 产生 一 个 荧光 信号 ,输入 计算 机 进行 计算 
YT - 


= HERRE 





在 荧光 定量 PCR 技术 中 ,有 一 个 很 重要 的 概念 Ct 值 。C 代表 Cycle,t 代表 
threshold , Ct 值 的 含义 是 :每 个 反应 管内 的 荧光 信号 到 达 设 定 的 域 值 时 所 经 历 的 循 
环 数 , 如 图 19-4 所 示 。 
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图 19-4 Ct 值 的 确定 


获 光 域 值 (threshold) 的 设 定 以 PCR 反应 的 前 15 个 循环 的 荧光 信和 号 作为 荧光 本 
底 信号 ,荧光 域 值 的 缺 省 设置 是 3 一 15 个 循环 的 荧光 信号 的 标准 偏差 的 10 倍 , 即 : 

threshold= 10 X Sdeycle,_,; 

Ct 值 与 起 始 模板 的 关系 研究 > 
表明 ,每 个 模板 的 Ct 值 与 该 模板 
的 起 始 找 贝 数 的 对 数 存 在 线性 关 
A te on OW RRB, Ct 值 越 小 。 
利用 已 知 起 始 拷贝 数 的 标准 品 可 
作出 标准 曲线 ,其 中 横 坐 标 代 表 起 
始 拷贝 数 的 对 数 , 纵 坐 标 代表 Ct 
值 , 如 图 19-5 所 未 。 因 此 ,只 要 获 
得 未 知 样品 的 Ct 值 , 即 可 从 标准 
He it OR on i a 
贝 数 。 | 
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Sop Mase 


7000 型 荧光 定量 PCR 仪 面向 低 通 量 至 中 等 通 量 的 用 户 ,可 满足 临床 检验 、 医 学 
研究 和 基础 实验 的 要 求 , 如 图 19-6 所 示 。 随 机 配置 的 定量 PCR 引物 和 探 针 设计 软 
件 Primer Express 非常 有 用 ,因为 到 目前 为 止 还 没有 其 他 软件 有 能 力 设计 定量 PCR 
Hr mi HY) TaqMan 探 针 。 





图 19-6 ABI Prism 7000 型 荧光 定量 PCR 仪 


7000 型 荧光 定量 PCR 仪 有 实时 动态 (Real-Time) 和 终点 读 板 (Plate Read) PH Ff 
运行 模式 。 实 时 动态 模式 用 于 定量 ,测定 DNA 或 RNA 拷贝 效 。7000 型 殉 光 定量 
PCR 仪 可 以 动态 显示 PCR 扩 增 曲线 的 生成 ,定量 的 线性 范围 大 于 7 个 数量 级 ,区 分 
5 000~10 000 个 拷贝 的 DNA 模板 可 信和 度 达 99.7%。 终 点 读 板 模 式 用 于 基因 型 鉴 
定 ,点 突变 检测 和 单 核 苷 酸 多 态 性 (SNP) 分 析 等 。 当 然 ,7000 AYO ThE Be PCR 仪 也 
可 以 作为 普通 PCR 仪 使 用 。ABI 已 经 发 布 12 万 个 商品 化 的 定量 PCR 试剂 盒 Bit 
人 类 全 部 4 万 个 基因 ,平均 每 个 基因 3 个 检测 试剂 盒 ,为 运用 7000、7700、7900 型 灾 
光 定 量 PCR 仪 开 展 课题 研究 创造 了 绝 佳 的 条 件 。 

7000 型 荧光 定量 PCR 仪 最 大 特色 是 具备 多 色 检 测 能 力 , 严 光 检 测 的 波长 范围 
为 530 一 590nm, 能 够 有 效 地 分 状 FAMTM / SYBR Green I, VICTM / JOETM, 
TAMRATM,ROXTM 等 荧光 染料 。 多 色 荧 光 检 测 技 术 为 多 重 定 量 、.SNP 分 析 、 基 
因 型 分 型 和 带 阳 性 内 对 照 的 阴 / 阳 性 分 析 提 供 了 基础 。 多 重 定 量 即 在 同一 反应 管内 
同时 对 多 个 目标 基因 进行 定量 ,可 以 大 大 提高 精度 并 节约 成 本 。 

7000 型 荧光 定量 PCR 仪 文 持 两 种 定量 化 学 : TaqMan 灾 光 探 针 和 SYBR Green 
I 荧光 染料 。 其 熔 解 曲线 (dissociation curve) 功 能 用 于 判断 PCR 扩 增 反应 是 否 特 
异 , 有 无 杂 市 生成 。 


。 第 十 九 章 。 荧 光 定 量 PCR 1 





前 ,7000 型 荧光 定量 PCR 主要 有 以 下 几 个 方面 的 应 
. 定量 检测 
绝对 定量 :基因 表达 研究 .转基因 食品 检测 .病原 体检 测 。 
对 定量 :基因 在 不 同 组 织 中 的 表达 差异 、 约 物 疗效 考核 。 
去 酸 实时 定量 的 过 程 与 结果 如 下 :首先 ,20K 、10OK .5K 、2.5K 和 1K 扩 增 曲线 
每 组 重复 4 次 ), 如 图 19-7 所 示 ; 
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19-7 20K、10K、5K.、2.5K 和 1K 扩 增 曲线 


然后 “未 知 样品 ”10K 和 SK 扩 增 曲线 (每 组 重复 36 次 ), 如 图 19-8 所 示 ; 
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经 过 软件 分 析 可 以 得 到 (5X10!)~~(5X10) 扩 增 曲 线 , 如 图 19-9 所 示 ; 


d me 


Sit E E eta hf A E ise a ey oem ae 


多 è ~ 
A) P- E E i = Bema 


A 


q WO ba) If Seif 4 1 
i 


m 


Ma a a ae 


人 


ih 
4 


itt — AE A} Pr BY 7. (5 X 10') ~(5 X 10°) AR YE AHR . WA 19-10 所 示 。 








19-9 (5X10')~(5X10°)# Re 


fon 
_ 


he 








19-10 (5X10')~(5X10° ) $R H 


将 未 知 样品 的 扩 增 曲线 按照 同样 方法 分 析 , 即 可 在 标准 曲线 上 得 到 未 知 样品 的 


© 


2. 点 突变 检测 
测 与 疾病 相关 的 等 位 基因 点 突变 ,SNP 检测 。 
SEY Be SE RE Ht PCR 的 一 个 诱 人 的 应 用 前 景 是 ,用 于 检测 基因 突变 和 基因 组 的 不 
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稳定 性 。 基 因 突 变 的 检测 基于 两 条 探 针 ,一 条 探 针 横 蜂 突变 位 点 , 另 一 条 为 锚 定 探 
针 SHRM. RR ARAN AEA id. BRE 
中 无 突变 , 探 针 末 交 便 完 全 配对 ;如 有 窗 变 , 则 探 针 与 靶 序 列 不 完全 配对 ,会 降低 杂交 
体 的 稳定 性 ,从 而 降低 其 熔 解 温度 。 这 样 便 可 对 突变 和 多 态 性 进行 分 析 。 

美国 的 Ibrahim 等 应 用 实时 荣光 定量 PCR 技术 对 正常 的 冶 病 毒 多 态 性 进行 了 
研究 。 他 们 根据 正常 痘 病毒 血 凝 素 基因 的 某 一 DNA 片段 设计 了 上 、 下 游 引物 ,并 设 
计 了 两 个 寡 核 苷 酸 探 针 (它们 仅 在 某 一 核 苷 酸 存 在 差异 ), 对 探 针 进行 荧光 标记 后 用 
于 实时 定量 PCR 检测 ,结果 成 功 地 鉴定 了 存在 此 单 核 苷 酸 差异 的 两 个 冶 病 毒 株 。 


SOD 样品 制备 及 操作 步骤 


常见 的 样品 制备 及 操作 如 下 : 
— DNA HË 


DNA HË :10~100ng 每 反应 ; 
cDNA 用 量 :1 一 100ng RNA 反 转 录 所 得 cDNA 取 luL, 


引物 和 探 针 浓度 : 
引物 ZR UK IE 
Probe 50~250nM #9 Spmol/Rxn 
Forward Primer 90~900nM #4) 22. 5pmol/ Rxn 
Reverse Primer 50 一 900nM 


注 : Fa WAR 5 ~~ 50uL 


— TaqMan 探 针 法 PCR 





RA i 用 量 Cul.) 
cDNA (1~100ng RNA 反 转 录 所 得 CDNA) ] 

2 X TaqMan Universal PCR Master mix 10 

20 X Gene Expression kit (Probe/Primer mix) l 

HO 8 


注 :总 体积 200L 
PCR 循环 参数 : 50°C 2min 一 95°C 10min -> (92° 15s -> 60C lmin) X 40 个 
循环 。 
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二 ,SYBR Green I KÆ% BYE PCR 


试剂 FAH Cpl) 


cDNA (1~100ng RNA 反 转 录 所 得 CDNA) l 
2 X SYBR Green PCR Master mix 12.5 
Forward Primer (22. 5pmol/Rxn) 900nM 
Reverse Primer (22. 5pmol/Rxn) 900nM 
H:O 25 

注 ; 总 体积 25pL 


PCR 循环 参数 : 50°C 2min -> 95 10min > (92°C 15s -> 60°C Imin) X 40 个 
循环 。 


四 、ABI Prism7000 SDS v1. 0 软件 操作 


检查 计算 机 与 仪器 的 联 线 是 否 正 常 ,打开 计算 机 后 ,打开 ABI Prism 7000 主机 
电源 ,然后 局 动 SDS 应 用 软件 。 

1. 新 建文 件 

xA File > New, Assay 选择 Absolute Quantification( 实 时 定量 模式 ) ,打开 一 
个 空白 文件 。 

2. 探 针 设置 

双击 任意 一 个 孔 ,打开 Well Inspector 窗口 。 该 窗口 也 可 以 从 菜单 View 一 
Well Inspector 打开 。 在 Detector Manager 窗口 ,从 探 针 列表 中 点 击 选 择 所 需 探 针 ， 
按 住 Ctrl 键 可 以 选择 多 个 探 针 ,再 点 击 Add to Plate Document 按钮 。 最 后 点 击 
Done 关闭 Detector Manager 窗口 。 

3. LAF de RK 

在 96 了 和 孔 表 中 选 定 有 样品 的 一 个 或 多 个 孔 , 在 Well Inspector 页 面 的 Sample 
Name = Pin AF Gh ERE IRN Use 项 下 的 方 框 中 , 选 定 要 用 的 一 个 或 多 个 
ET Æ Task 栏 中 选择 指定 样品 类 别 : 阴 性 对 照 选 NTC, 未 知 样品 选 Unknown, ff 
准 品 选 Standard。 对 于 Standard, 还 要 在 Quantity 栏 中 输入 DNA 拷贝 数 。 注 意 : 只 
有 在 这 里 输入 拷贝 数 后 ,软件 才能 自动 生成 标准 曲线 。 建 议 标准 品 的 梯度 浓度 在 5 
个 以 上 ,每 个 样品 (包括 标准 品 ) 都 按照 统计 学 要 求 作 一 定数 量 的 重复 管 。 

4. 参 比 荧光 

如 果 使 用 的 是 ABI 公司 的 定量 PCR 试剂 ,如 TaqMan Universal PCR Master 
Mix 或 者 SYBR Green PCR Master Mix 等 , 参 比 荣光 (Passive Reference) 选 Rox; 如 
果 使 用 的 试剂 中 不 含有 参 比 获 光 ,请 选 None。 完 成 后 点 击 右 上 和 角 的 XX 按钮 ,关闭 
Well Inspector 窗口 。 | 
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5. 循环 参数 

切换 到 Instrument 页 面 , 设 定 及 修改 PCR 执 循 环 程序 。 

6. 启动 扩 增 

点 Save 按钮 保存 文件 设置 。 确 认 96 孔 板 或 全 部 样品 管 在 主机 内 放置 妥当 后 ， 
点 击 Start 按钮 ,开始 PCR 循环 。 屏 幕 上 动态 显示 PCR 进程 和 剩余 时 间 。 

7. 监控 进程 

切换 到 Results 页 面 的 Amp Plot 子 页 面 , 可 以 实时 显示 PCR 曲线 随 着 循环 增 
加 而 逐步 增长 的 实际 情况 。 如 果 Detector 选 FAM ak VIC, 只 显示 对 应 探 针 的 变化 
情况 ;如 果 选 All, 则 同时 显示 所 有 探 针 的 反应 进程 。 

8. 保存 结果 

程序 结束 后 ,点 Disconnect 按钮 ,然后 由 File 一 Save 保存 实验 结果 。 可 以 保存 
A, sds” 格 式 , 也 可 以 保存 为 “. sdt” 格 式 , 作 为 以 后 同类 实验 的 模板 ， TAAR 
时 间 。 | 

9, 数 据 分 析 

切换 到 Result 页 面 , 进 入 扩 增 曲线 (Amplification Plot) 子 页 面 , 利 用 软件 分 析 
实验 结果 。 | 

10. 实验 报告 

切换 到 Report 子 页 面 , 察 看 实验 报告 。 确 认 无 误 后 ,保存 结果 。 也 可 以 从 File 
菜单 中 选择 Export, 再 选择 数据 类 型 ,输出 数据 ,包括 Ct 值 .相对 信号 强度 .原始 数 
据 . 熔 解 曲线 数据 和 实验 结果 等 。 输 出 的 数据 可 以 用 Excel 打开 ,并 可 在 Excel 中 重 
新 生成 扩 增 曲线 .标准 曲线 等 图 谱 。 
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茨 光 分 光 光 度 计 是 用 于 扫描 液 相 荧光 标记 物 所 发 出 的 荧光 光谱 的 一 种 仪器 。 其 
能 提供 包括 激发 光谱 发射 光 谱 以 及 荧光 强度 .量子 产 率 .荧光 寿命 .荧光 偏振 等 多 种 
物理 参数 ,从 各 个 角度 反映 了 分 子 的 成 键 和 结构 情况 。 通 过 对 这 些 参数 的 测定 ,不 
但 可 以 做 一 般 的 定量 分 析 ， 而 且 还 可 以 推断 分 子 在 各 种 环境 下 的 构象 变化 ,从 而 盖 
明 分 子 结构 与 功能 之 间 的 关系 。 荧 光 分 光 光 度 计 的 激发 波长 扫描 范围 一 般 是 190~ 
650nm, 发 射 波 长 扫描 范围 是 200 一 800nm。 可 用 于 液体 .固体 样品 (如 凝 胶 条 ) 的 光 
谱 扫 描 。 

荧光 光谱 法 具有 灵敏 度 高 .选择 性 强 .用 样 量 少 、 方 法 简便 、 工 作曲 线 线性 范围 宽 
等 优点 ,可 以 广泛 应 用 于 生命 科学 .医学 ,药学 和 药理 学 .有 机 和 无 机 化 学 等 领域 ， 


一 、 基 本 结构 与 原理 


”由 高 压 冬 灯 或 似 灯 发 出 的 紫外 光 和 蓝 楷 光 经 滤 光 片 照射 到 样品 池 中 ,激发 样品 
中 的 荧光 物质 发 出 荧光 ,荧光 经 过 滤 和 反射 后 ,被 光电 倍增 管 所 接收 ,然后 以 图 片 或 
数字 的 形式 显示 出 来 。 

荧光 分 光 光 度 计 基本 结构 和 原理 如 图 20-1 所 示 , 光源 与 检测 器 成 直角 方式 
安排 。 





20-1 荧光 分 光 光 度 计 基 本 结构 和 原理 图 
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为 蝇 压 来 获 气 灯 或 候 弧 灯 , 后 者 能 发 射出 强度 较 大 的 连续 光谱 , 且 在 300 一 
400nm 泡 围 内 强度 几乎 相等 , 故 较 常用 . 

2. 激发 单 色 器 

置 于 光 涯 和 样品 室 之 间 的 为 激发 单 色 器 或 第 一 单 色 器 ,可 以 盘 选 出 特定 的 激发 
光谱 。 

3. 发 射 单 色 器 . 

E TAE m 28 ARM ae ZV] ARRE OL AER ARENAER, 
AY VA fii e h FFE AY Az St HE a 

4. 样品 室 

通 贡 由 石英 池 ( 液 体 样 品 用 ) 或 固体 样品 架 ( 粉 末 或 片 状 样品 ) 构 成 。 测 量 液 体 
时 ,光源 与 检测 更 成 直角 安排 ;测量 固体 时 ,光源 与 检测 器 成 锐角 安排 ， 

5. 检测 器 

一 般 用 光电 管 或 光电 倍增 管 作 检 测 器 。 可 将 光 信 和 号 放大 并 转 为 电信 和 号， 


一 .AMINCO-Bowman 扫描 奖 光 分 光 光 度 计 


Aminco Bowman Series 2 型 荧光 分 光 光 度 计 (如 图 20-2 所 示 ) ,是 日 前 最 新 的 扫 
摘 奖 光 分 光 光 度 计 ,具有 独特 的 双 光 源 设计 。 





20-2 Aminco Bowman Series 2 型 荧光 分 光 光 度 计 


(—) 结构 特点 

1. BAT LA XAT 

150W 连续 照明 灯 的 光照 强度 足以 进行 灵敏 度 很 高 的 荧光 测量 ;闪光 灯 既 可 用 
于 灾 光 测量 ,又 可 用 于 磷 光 测量 。 可 根据 自己 的 分 析 要 求 选 择 一 种 或 两 种 光源 。 

2268 

均 为 Seya-Namioka 设计 ,采用 凹面 全 息 光 机 和 为 数 极 少 的 反射 镜 , 既 简单 又 而 
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用 ,不 需要 现场 校准 。 计 算 机 驱动 光栅 ,控制 狭 链 , 既 准 确 ( 十 /一 0. l1nm) 又 快 
(12 000nmymin) ,可 靠 性 高 。 

3. 光电 倍增 管 检测 器 

光电 倍增 管 (PMT) 有 两 种 工作 模式 : 

(1) 模拟 一 一 高 灵敏 度 , 宽 动态 范围 ,操作 方便 ， 

(2) 光子 计数 一 一 提供 极 高 的 灵敏 度 ,联结 式 盖 锁 可 保护 PMT. 

4. 附件 

T-Optics 多 功能 样品 室 可 配 多 种 附件 ,完成 多 种 应 用 。 

(二 ) 功能 特点 

1. 荧光 发 射 光 谱 

选择 某 一 固定 波长 的 光 激 发 样品 ,记录 样品 中 产生 的 荧光 发 射 强度 与 发 射 波长 
间 的 函数 关系 , 即 得 荧光 发 射 光 谱 。 

2. 荧光 激发 光谱 

选 定 某 一 效 光 发 射 波 长 记录 荧光 发 射 强度 作为 激发 光波 长 的 函数 , 即 得 荧光 激 
发 光谱 。 
| 3. 时 间 分 办 技术 

可 用 于 对 混合 物 中 光谱 重合 但 有 寿命 差异 的 组 分 进行 分 辨 并 分 别 测量 ，。 

时 间 分 辨 荧光 测定 公式 如 下 : | 

Paa = P, EXP(—t /r) 

AF: 

Poa AMEH BA: P, 为 强度 取 值 ;EXP 为 指数 运算 符 ; 为 时 间 取 值 ;r 为 荧 
光平 均 时 间 寿 命 。 

时 间 奖 光 光 谱 如 图 20-3 所 示 , 其 中 A 组 分 受 激发 而 产生 的 荧光 寿命 短 于 B 组 

分 ,因此 可 以 对 混合 物 中 的 A 组 分 和 也 组 分 同时 进行 分 辨 和 测量 。 


aas Bis 





图 20-3 时间 荣 光 光 谱 


4. 偏振 和 各 向 异性 技术 
医 光 偏振 和 各 向 蜡 性 的 测量 揭示 了 荧光 体 吸 收 光 子 和 随后 发 射 光 子 的 平均 角 
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移 。 偏 振 度 与 荧光 体 转 动 速度 成 反比 ,可 用 于 测定 抗体 和 抗原 的 含量 。 

5. 同步 扫描 技术 

同步 荧光 技术 是 在 同时 扫描 激发 和 发 射 波长 的 情况 下 来 测绘 奖 光 光谱 图 。 由 测 
得 的 荧光 信号 强度 对 发 射 或 激发 波长 作 图 , 即 为 同步 菊 光 光谱 。 它 包括 固定 波长 的 
同步 菊 光 和 固定 能 量 的 同步 灾 光 两 种 光谱 。 

(1) 固定 波长 的 同步 荧光 光谱 。 在 同步 扫描 中 ,使 激发 波长 和 发 射 波长 保持 国 
定 的 波长 间距 , 即 在 “AA 王 Mem 一 Mex 王 常数 ”的 情况 下 进行 扫描 ,以 同步 获 光 信号 ( 相 
对 强度 ) 对 发 射 或 激发 波长 测绘 灾 光 光谱 图 , 则 为 固定 波长 的 同步 区 光 光 谱 。 在 同步 
扫描 的 荧光 测定 中 ,同步 效 光 信号 强度 是 激发 波长 的 图 数 , 其 基本 公式 为 : 

Is(Aex,Aem) = KcbEx(Aex) Em(Aem) 

AF, 为 待 测 物质 的 质量 浓度 ,6 为 试 样 溶液 的 厚度 ,K 为 实验 条 件 下 某 和 常数 ， 
Ex 为 激发 光谱 的 强度 分 布 ,Em 为 发 射 光谱 的 强度 分 布 。 由 公式 可 知 , 在 实验 条 件 
保持 固定 的 情况 下 ,测试 物质 的 同步 炙 光 信号 强度 与 待 测 物质 的 质量 浓度 成 正比 。 
这 是 定量 分 析 的 依据 。 在 利用 同步 荧光 测试 样品 前 ,天 值 必 须 慎重 选择 ,只 有 当 AA 
恰好 为 某 上 吸 收 带 和 其 发 射 带 之 间 的 波长 间距 时 ,才能 观察 到 同步 信和 号。 

(2) 固定 能 量 的 同步 荧光 光谱 。 固 定 能 量 的 同步 区 光 光 谱 是 指 在 同步 扫描 过 程 
中 ,使 激发 波长 与 发 射 波 长 之 间 保 持 着 固定 的 能 量 差 , 即 使 得 Av = (1/dex— 1/Aem) 
X10 为 常数 ,Au 表示 波 数 差 (cm  )。 固 定 能 量 的 同步 荧光 法 与 国定 波长 的 同步 次 
光 法 相 比 较 , 后 者 能 消除 瑞 利 散射 ,但 是 不 能 消除 喇 曼 散射 ,反而 使 喇 曼 散射 加 宽 。 
闫 定 能 量 的 同步 荧光 法 既 能 消除 瑞 利 散射 ,又 可 消除 喇 曼 散射 ,这 有 利于 分 析 方 法 灵 
敏 度 和 精密 度 的 提高 , 改 一 般 选用 前 一 种 方法 。 

同步 奖 光 光谱 特点 如 下 : 

(1) 使 光谱 简化 ; 

(2) 使 详 带 罕 化 ; 

(3) WATCHES BB 

(4) 减少 散射 光影 响 。 

6. 三 维 光 谱 | | 

能 获得 激发 波长 和 发 射 波 长 同时 变化 的 光 强 度 信息 ,有 等 高 线 图 和 三 维 投 影 图 
两 种 形式 。 三 维 获 光 光 谱 法 是 20 年 前 提出 的 一 种 荧光 分 析 新 方法 。 特 别 是 最 近 所 
出 的 三 维 菊 光 偏振 光谱 在 研究 溶液 中 荧光 物质 分 子 的 行为 特征 方面 具有 较 大 的 优越 
性 。 三 维 荧光 光谱 是 由 激发 波长 (Y 轴 )- 发 射 波长 (X W -XJR E C 轴 ) 三 维 坐 标 
”所 表征 的 抢 阵 光谱 (excitation-emission-matrix spectra), th AY BR GIG (total lu- 
minescence spectra) ,显然 该 技术 可 获得 激发 波长 (Mex) 与 发 射 波 长 em) 同时 变化 
时 的 荧光 强度 信息 。 三 维 菊 光 光谱 图 的 表示 方式 有 三 种 , 即 三 维 投影 图 (isometric 
projection) .激发 发 射 矩阵 (EEM) 以 及 等 高 线 (contour plot) 荧 光 光 谱 图 。 用 三 维 投 
影 方式 表示 的 荧光 光谱 ,比较 直观 , 较 容易 从 图 上 观察 到 荧光 峰 的 位 置 和 高 度 以 及 光 
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谱 的 某 些 特性 。 三 维 荧 光 光 谱 图 ,由 于 比 二 维 的 平面 图 多 了 一 个 坐标 ,所 得 的 总 荧光 
数据 又 比 普通 获 光 光谱 多 得 多 , 放 共 有 局 选择 性 。 

7. 高 效 液 相 检 测 技术 

荧光 光谱 分 析 法 在 高 效 液 相 技术 中 的 应 用 , 极 大 地 丰富 了 高 效 液 相 的 样品 检测 技术 。 


三 基本 操作 


(一 ) 样品 准备 

1. 液体 样品 

根据 用 户 提供 的 技术 指标 ,检查 浓度 范围 是 否 合适 ,如 果 需 要 稀释 , 则 要 考虑 所 
需 洲 剂 类 型 和 稀释 倍数 。 

2. 固体 样品 

均匀 粉末 、 片 状 或 具有 光滑 平面 的 块 状 样品 , 均 可 直接 测定 。 

(=) 操作 步骤 

开机 

接 通 电源 ,打开 主机 开关 ,打开 光源 后 ,启动 计算 机 。 

2. 检测 前 准备 

参照 仪器 说 明 书 ,在 20 天 内 至 少 进行 一 次 激发 校准 和 发 射 校 准 , 检 测 前 仪器 应 

3. 工作 条 件 的 选择 

环境 温度 应 在 20 士 5 ;相对 湿度 不 大 于 70% ;电源 稳定 ,无 磁场 .电场 干扰 。 根 
据 样 品 的 特性 及 医 光 强度 ,选择 合适 的 仪器 工作 条 件 ( 如 狭 缝 \.PMT 增益 .响应 时 
(al). 

4. 基本 测定 

(1) 实 光 激发 光谱 测定 。 设 置 仪器 参数 ,扫描 发 射 波长 ,找到 Xem 最 大 值 ,以 此 
为 发 射 波长 ,记录 发 射 强度 作为 激发 波长 的 函数 , 便 得 到 激发 光谱 。 

(2) 殉 光 发 射 光 谱 测定 。 设 置 仪器 参数 ,扫描 激发 波长 ,找到 hex 最 大 值 ,以 此 
为 激发 波长 ,记录 发 射 强 度 与 发 射 波 长 间 的 函数 关系 , 便 得 到 荧光 发 射 光谱 ， 

(3) 差 谱 测 定 。 设 置 仪 器 参数 ,选择 合适 的 工作 方式 ,测定 背景 溶液 的 发 射 光谱 
并 储存 起 来 ,在 一 定 的 工作 方式 下 ,扫描 样品 溶液 的 发 射 波 长 ,得 到 当时 的 光度 值 和 
储存 的 背景 值 之 间 的 差 示 值 , 即 差 谱 。 

(4) 峰 面积 积分 。 选 择 适 当 的 工作 方式 ,对 光谱 曲线 进行 积分 操作 , 即 得 到 峰 面 

(5) 详 光 强度 。 选 择 合 适 的 测量 参数 ,设置 Mex、 Mem, 采 用 定点 读数 或 扫描 方 
式 , 即 可 测 得 所 选 波 长 处 的 荧光 强度 。 | 

(6) 定量 测定 。 配 制 一 系列 已 知 浓度 的 标准 溶液 ,在 一 定 的 测定 条 件 下 ,设置 
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Aex Aem, IÈ BA Hh fR EEK F W E tin HE OY E ER BE, 2 ll ie SHE GR E BES 
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的 浓度 ， 

(三 ) 分 析 结 果 的 表述 

(1) 稀 光 激发 光谱 、 发 射 兴 谱 以 及 其 他 光谱 由 仪器 的 控制 计算 机 直接 绘 出 。 

(2) 峰 面 积 积分 、. 奖 光 强度 由 仪器 控制 计算 机 计算 显示 。 

(3) 定量 测试 :在 相同 的 测定 条 件 下 ,测定 一 系列 已 知 浓度 的 标准 洲 液 的 荧光 强 
BE ,绘制 出 欧 光 强度 一 浓度 的 工作 曲线 。 浓 度 未 知 的 溶液 的 荧光 强度 测定 后 ,由 工作 
曲线 求 出 该 洲 液 的 浓度 。 

(四 ) 注意 事项 

(1) 在 实验 开始 前 ,应 提前 打开 仪器 预 热 , 并 配制 好 所 需 的 溶液 , 置 于 4C 冰 箱 中 
保存 ,放置 时 间 超 过 一 星期 的 溶液 要 重新 配制 。 

(2) 实验 所 用 的 样品 池 是 四 面 透 光 的 石英 池 , 拿 取 的 时 候 用 手指 的 住 池 体 的 上 
角 部 ,不 能 接触 到 四 个 面 ,清洗 样品 池 后 应 用 擦 镜 纸 对 其 四 个 面 进行 轻 轻 擦拭 。 

(3) 在 测试 样品 时 ， 注意 火光 强度 范围 的 设 定 不 要 太 高 ， 以 免 测 得 的 荧光 强度 超 
过 仪器 的 测定 上 限 。 

(4) 实验 结束 后 ,要 及 时 地 清理 台面 ,人 处理 废 液 ， 清洗 和 放置 好 样品 池 ， 将 下 次 要 
用 的 洲 液 放 回 冰箱 ,并 且 按 规定 登记 实验 记录 。 
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Typhoon 8600 激光 扫描 成 像 仪 是 一 种 多 功能 的 成 像 装置 ,如 图 21-1 所 示 。 其 
可 进行 多 色 荧光 、 无 底片 的 放射 自 显影 (利用 storage phosphor) 和 化 学 发 光 样 品 的 
成 像 。 与 激光 扫描 成 像 仪 连接 的 计算 机 上 安装 有 一 个 功能 强大 的 图 像 分 析 软 件 包 
ImageQuant, 利 用 它 可 以 显示 所 扫描 的 图 像 ,对 目标 进行 监测 .定性 和 定量 分 析 并 对 
定量 结果 的 数据 加 以 分 析 。 如 果 用 一 个 比较 简单 直观 的 方式 来 形容 Typhoon 系统 
的 话 , 它 类 似 于 我 们 平时 使 用 的 普通 计算 机 上 的 扫描 仪 ,只 不 过 它 的 光源 换 成 了 多 波 
长 的 激光 器 ,样品 由 普通 的 纸张 变 成 了 生物 样品 ,控制 仪器 的 软件 功能 更 加 强大 。 





图 21-1 激光 扫描 成 像 仪 外 观 


一 、 系 统 人 硬件 组 成 及 功能 





(1) Typhoon {%#$ (typhoon instrument) 扫描 经 过 曝光 的 磷 屏 、 严 光 样 品 或 
化 学 发 光 样 吕 。 

(2) X pfr mage eraser) Yes Yeti We A a FR EA . 

(3) EHR (storage phosphor screen) 一 一 从 放射 性 样品 上 获得 图 像 并 暂时 保存 。 


(4) BRIE (exposure cassette) 一 一 用 于 存放 砍 屏 ,提供 曝光 所 需 的 避 光 环境 。 





二 .工作 原理 及 操作 步骤 


用 Typhoon 8600 激光 扫描 成 像 仪 进行 样品 扫描 和 处 理 的 顺序 如 下 : 
(1) 打开 并 预 热 Typhoon 仪 硕 主机 ,每 次 开机 后 必须 在 指示 灯 由 红 亚 绎 后 , 冉 
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等 待 大 约 30 min 才能 进行 第 一 次 扫描 ,否则 将 会 影响 到 信号 收集 的 准确 性 。 然 后 打 
开 计 算 机 。 

(2) 将 曝光 的 磷 屏 、 奖 光 样 品 或 化 学 发 光 样 品 放 到 仪器 的 玻璃 压 盘 上 。 

(3) 使 用 扫描 控制 软件 来 选择 与 要 扫描 的 样品 种 类 相 适 应 的 设置 ,开始 扫描 。 

(4) 磷 屏 或 样品 以 如 下 三 种 方式 发 射 光 线 : 

当红 色 激 光 (633nm) 照 射 到 已 曝光 的 磷 屏 上 的 每 个 像素 部 分 时 , 磷 发 射出 蓝光 。 

当 绿 色 (532nm) 或 红色 (633nm) 激 光 扫 描 到 荧光 样品 的 每 个 像素 部 分 时 ,荧光 
样品 放射 出 具 特 有 特征 光谱 的 光 。 

化 学 发 光 样 品 自发 地 发 射出 特征 光谱 。 

(5) 光学 系统 收集 这 些 样品 发 出 的 光 。 如 果 选 择 了 一 个 或 多 个 发 射 滤 光 器 , 光 
学 系统 则 会 使 特定 波长 的 光线 通过 所 选 的 特定 滤 光 器 。 每 个 滤 光 器 只 人 允许 波长 在 其 
带宽 范围 内 的 光线 通过 ,并 到 达 光 电 倍增 管 CPMT) , 

(6) PMT 将 收集 到 的 光 信号 转变 成 相应 的 电信 号 ,电信 和 号 的 强 弱 与 随 着 光 信 号 
的 密度 变化 而 变化 。 来 自 PMT 的 模拟 信号 转变 成 数字 信息 ,并 储存 在 计算 机 硬 
AE. 

扫描 结束 后 ,用 Image Quent 软件 可 将 信息 映像 成 为 显示 器 上 相应 的 像素 ,从 而 
生成 原始 样品 的 精确 图 像 。Image Quent 能 够 定量 表示 信和 号 的 差异 ,信号 的 强 弱 与 
放射 性 ,荧光 或 化 学 发 光 在 样品 中 的 量 成 正比 。 

(7) 关闭 Typhoon 系统 主机 及 计算 机 。 


= MBB 


电源 :10A ,220~240Y ; 

行 频 雍 ;50 一 60Hz; 

环境 温度 :15C ~35C， 

环境 湿度 :10% ~80% 相 对 湿度 ,无 冷凝 。 


四 荧光 样品 的 制备 


Typhoon 8600 系列 多 功能 图 像 系统 具有 高 灵敏 度 、 高 通 量 、 多 重 检测 模式 等 特 
友 。 它 可 以 检测 多 色 荧 光 \ 磷 屏 和 化 学 发 光 样 品 ,能 够 有 效 地 针对 PCR 产物 .2-D & 
白质 电泳 凝 胶 、 膜 阵列 ,杂交 ,组织 切片 等 ,甚至 是 微 阵列 芯片 。 它 的 光学 系统 和 低 且 
均一 的 背景 使 奖 光 检测 可 以 达到 极 大 的 检测 极限 并 获得 均一 的 图 像 。 在 Typhoon 上 
可 以 进行 任何 样品 的 多 色 荧 光 图 像 分 析 ,不论 是 厚 的 、 薄 的 、 湿 或 干 的 样品 。 可 以 检 
测 范围 广泛 的 各 种 染料 ,并 可 选择 磷 屏 检测 荧光 或 化 学 发 光 检 测 模 式 。 下 面 简 单 介 
绍 一 下 荧光 样品 的 制备 。 
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由 于 菊 光 样品 需要 高 灵敏 度 或 高 精度 的 定量 分 析 , 经 过 长 期 的 测试 ,归纳 出 下 面 
几 种 样品 材料 来 源 具 有 较 低 的 背景 ,对 结果 的 干扰 的 大 小 。 

(1) 凝 胶 一 一 背景 荧光 的 干扰 随 着 凝 胶 本 身 的 厚度 增加 而 增强 ,所 以 我 们 在 实 
验 中 要 根据 需要 选择 尽量 薄 的 凝 胶 ,比较 常用 的 有 琼脂 糖 凝 胶 。 

FMC SeaKem Gold M LE 的 琼脂 糖 具 有 较 低 的 背景 于 扰 。 如 果实 验 中 需要 用 
到 其 他 类 型 的 凝 胶 ,可 以 预先 做 个 空白 凝 胶 的 扫描 测试 ,以 确定 背景 对 实验 结果 的 干 
扰 的 大 小 。 浇 注 凝 胶 的 时 候 要 注意 混合 均匀 ,不 能 有 气泡 。 扫 描 时 ,应 把 凝 胶 从 模具 
ERP ,再 放 在 Typhoon 上 进行 测试 。 如 果 目 标 与 政 璃 压 盘 间 的 距离 超过 4mm , 那 
么 在 扫描 控制 软件 中 要 选中 “十 3mm focal plane” 设 置 ,让 激光 头 扫 描 的 位 置 提升 
3mm,; 以 确保 样品 在 扫描 范围 内 。 

(2) 电泳 玻璃 板 一 一 选用 低 荧 光 背景 的 玻璃 板 , 并 且 保 证 3mm 的 厚度 ,因为 软 
件 中 的 “十 3mm focal plane” 设 置 是 为 3mm 摩 的 板 设 定 的 。 

(3) 透明 薄膜 一 一 必须 预先 测试 其 荧光 强度 ， | 

(4) Miroplates 和 Microplate strips, 

(5) 透明 文 撑 物 一 一 为 了 避免 样品 对 仪器 造成 污染 ,可 以 将 样品 用 透明 的 塑料 
膜 包 起 来 。 同 样 ,这 种 透明 支撑 物 也 需要 预先 测定 荧光 强度 。 

(6) 试剂 一 一 用 光谱 纯 级 别 的 试剂 可 以 达到 最 低 的 自发 荧光 。 








附录 人 免疫 细胞 化 学 第 用 试剂 
及 其 配制 方法 


第 一 市 缓冲 液 


免疫 细胞 化 学 中 应 用 的 缓冲 液 种 类 较 多 ,即使 是 同 种 缓冲 液 ,其 浓度 pH ATF 
强度 等 也 常常 有 所 不 同 。 在 此 介绍 几 种 最 第 用 绥 冲 液 的 配制 。 


一 .0. 2mol/L(pH 7. 4) BER tH (phosphate buffer, PB) 


1. 试剂 

NaH; PO, *2H,O 和 Na: HPO, + 12H;0. 

2. 配制 方法 

配制 时 , 常 先 配制 0. 2mol/L 的 NaH; PO, 和 0. 2mol/L 的 Na; HPO, ,两 者 按 一 
定 比 例 混合 即 成 0. 2mol/L 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (PB) ,根据 需要 可 配制 不 同 浓度 的 PB. 

(1) 0. 2mol/L 的 NaH, PO, : 称 取 NaH, PO, ,2H,O 31. 2g( 或 NaH, PO, + H,O 
27. 6g), MERKE 1 000mlL 溶解 。 

(2) 0.2mol/L 的 Na, HPO, : 称 取 Na: HPO,，12HO 71.632g( 或 Na; HPO, ° 
7H,O 53. 65g 或 NasHPO,。2H2O 35. 61g), MERKE 1 000mL 溶解 。 

(3) 0.2mol/L pH 7. 4 的 PB 的 配制 ;: 取 19mL 0. 2mol/L 的 NaH.PO, 和 8lmL 
0. 2mol/L 的 Na, HPO, ,充分 混合 即 为 0. 2mol/L 的 (pH AW 7.4~7.5), # pH 
Ait fey NC AEG » BY i oS RY e SE Cw eR eB]. A ak PE 
即 可 得 到 0. 2mol/L PB. 

3. RE pH 时 的 磷酸 盐 缓 冲 液 (PB) 的 量 取 
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0. 2mol/L l 0. 2mol/ L 0. 2mol/ L 0,2mol/L 

pH Na: HPO, Na H; PO, pH Na: HPO, NaH, PQ, 
(mL) (mL) (mL) (mL) 

2. 8 8.0 92.0 7.0 61.0 39.0 
2.9 10. 0 -90.0 7.1 67.0 33.0 
6.0 12.3 87.7 7.2 72.0 28.0 
6.1 15.0 85.0 7. 3 77.0 23. 0 
6,2 18.5 81.5 7.4 81.0 19,0 
6.3 22,9 77,9 7.5 84.0 16.0 
6.4 26.5 73.5 7.6 87.0 13.0 
6.5 31.5 68.5 7.7 89.5 10.5 
6.6 37.5 62.5 7.8 91.5 8.5 
6.7 43.5 96.5 7.9 93.0 7.0 
6.8 49,0 51.0 8.0 94,7 5.3 
6.9 55.0 45.0 


二 .0.01mol/L RELE mE tkk (phosphate buffered saline, PBS) 


1. 试剂 

0. 2mol/L PB 50mL, NaCl 8. 5~9g(% 0. 15mol/L), Æ JK 1 000mL, 

2. 配制 方法 

称 取 NaCl 8.5~9g 及 0. 2mol/L 的 PB 50mL, 加 人 到 1 000mL 的 容量 瓶 中 ,最 
Ja RK 1 000mL ,充分 播 匀 即 可 。 著 拟 配 制 0. O2mol/L 的 PBS, 则 PB Bin 
倍 即 可 , 依 此 类 推 。 

3. 应 用 

PB 和 PBS 是 免疫 细胞 化 学 实验 中 最 为 常用 的 缓冲 液 ,0.01mol/L 的 PBS 主要 
用 于 漂洗 组 织 标 本 及 稀释 血清 等 ,其 pH 应 在 7. 25~7.35 之 间 , 和 否则 需要 调整 
0. lmol/LAY PB 稍 用 于 配制 固定 液 . 薛 糖 等 。 一 般 情况 下 ,0. 2mol/L PB 的 pH 值 稍 
高 些 ,稀释 成 0.01mol/L 的 PBS 时 , 常 可 达到 要 求 的 pH 值 , 者 需 调整 pH ,通常 是 调 
# PB 的 pH. 


二 、Karasson-Schwlt 磷酸 盐 缓 冲 液 


1. 试剂 

NaH: PO, *H,O 3.31g、Na: HPO, .7H,O 3. 77g, HE 1 000mL. 
2. 配制 方法 

同上 述 PBS 的 配制 方法 。 
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该 缓冲 液 主要 用 于 配制 Zamboin’s 固定 液 。 


四 、0. 5mol/L(pH 7. 6) Tris-HCI! & my 


1. 试剂 

Tris( ZH FA SE GE) 60.57g, lmol/L HCl & 420mL, 387K 1 000mL, 

2. 配制 方法 

Be LI > HE BE 28 7k (300 ~~ 500 mL) 溶 解 Tris, 加 入 HCl 后 ,用 lmol/L 的 HCl 或 
Imol/L 的 NaOH 将 pH 调 至 7.6, 最 后 加 重 蒸 水 至 1000ml.。 此 液 为 储备 液 ,于 4C 
冰箱 中 保存 。 免 疫 细 胞 化 学 中 常用 的 Tris-HCl 缓冲 液 浓度 为 0.05mol/L ,用 时 取 储 
备 液 稀 释 10 倍 即 可 。 

3. 应 用 - 

该 液 主要 用 于 配制 Tris 缓冲 生理 盐水 (TBS) .DAB 显 色 液 。 


A., Tris 缓冲 生理 盐水 (tris buffered saline, TBS) 


1. 试剂 

0.5mol/L Tris-HCl] 缓冲 液 100mL、NaCl 3. 5 ~ 9g (0, 15mol/L),. Bf # 7k 
1 000mL, 

2. 配制 方法 

先 以 重 蒸 水 溶解 少许 NaCl, 再 加 Tris-HCl 缓冲 液 ,最 后 加 重 营 水 至 1 000mL, 
充分 摇 匀 使 Tris 终 浓 度 为 0. 05mol/L, 

3. 应 用 

TBS 主要 用 于 漂洗 标本 ,常用 于 免疫 酶 技术 中 。 


7 .Tris-T BS( PBS) 


1. 试剂 

Triton X-100 10mL(1%) 或 3mL(0. 3%), 0. 5mol/L Tris Æ mh W (pH 7. 6) 
1 000OmL(50mL) zk 0. 2mol/L 的 PB.NaCl 8.5~9g,. ÆJ ] 000mL, 

2. 配 制 方法 

ELERA RD NaCl 后 ,加 入 Triton X-100 及 Tris 缓冲 液 ( 或 PRB) ,最 后 
MERKE 1 000mL ,充分 摇 匀 。 

3. 应 用 

该 液 常 用 浓度 为 1% 及 0.3%% ,前 者 主要 用 于 漂洗 标本 ,后 者 主要 用 于 稀释 血清 。 
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2H E E H He SE BS ARN ER BA fF 





七 .0. Imol/L(pH 7. 4) — FA AR BH 2E HR 


1. 试剂 
0. 2mol/L 二 甲 肿 酸 钠 500mL、0. lmol/L HCl 28mL, 2878 7kK 1 000mL. 
2. 配制 方法 
先 称 取 二 甲 肿 酸 钠 ( 分 子 量 为 214)42. 8g ,加 蒸馏 水 至 1 000mL ,配制 0. 2mol/L 
的 一 围 有 利 酸 钠 溶 液 ;再 取 HCL 1. 7ml 加 蒸馏 水 至 1 000mL, 配 成 0. 1mol/L; 最 后 取 
0.2mol/ 工 二 甲 肿 酸 钠 溶 液 500mL 及 0. Imol/L HCl 28mL RS, Wig 水 至 
1 000mL, BW 0. 1mol/L 的 二 甲 肿 酸 钠 缓冲 液 。 


八 、 儿 种 常用 的 不 同 pH 值 缓冲 液 的 配制 表 


1. 1/15mol/L R A — 4h — BR — Hn 4g oP i (pH 4. 92 一 8. 18) 
1/15 mol/L 
KH, PO, (mL) 


pH 


4,92 
5. 29 
5, 91 
. 24 
47 
64 
8] 
. 98 


mam HD HD DD NH 


1/15 mol/L 
Naz HPO, (mL) 


0. 
0. 
l. 
2. 
3. 
4. 
9， 
6, 


10 
20 
00 
00 
00 
00 
00 
00 


9,9 
9,50 
9, 00 
8. 00 
7. 00 


6. 00 
D 


4. 00 


o o CO & 
(=p 
— 


1/15 mol/L 
Na, HPO, (mL) 


7,00 
8. 00 
9, 00 
9,50 
9.75 
9. 90 
10. 00 


YE: Naz HPO, .2H2O 分 子 量 =178. 08; 1/15 mol/L 溶液 为 11. 876 g/L 


KH:PO, 3 f E =136. 09; 1/15 mol/L 溶液 为 9.078 g/L 


2. 0. 2mol/L 醋酸 盐 缓 冲 液 (pH 3. 6~5. 6) 


m> $ A A 


0.2 mol/L SR 


0.2 mol/L BRA 


(mL) 
3.7 
6. 0 
9,0 
13. 2 
19.5 
24.5 


9.4 


0.2 mol/L BB 


(mI) 
20.0 
14. 8 
10.5 
8. 8 
4,8 


1/15 mol/L 
KH, PO, (ml) 


S > © o 
—" 
a) 


0.2 mol/L RRA 


(ml) 
30, 0 
35.2 
39,5 
41.2 
45.2 
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3. 0.05moi/L Tris-HCl 缓冲 液 (pH 7.19~5. 6) 


0. 2mol/L 0, 2mol/L 0. 2mol/L 0, 2mol/L | 
pH HO pH ,0] 
Tris(mL) HCl(mL) Tris€mL) HCI(mL) 
7.19 10.0 18.0 12.0 8. 23 10.0 9,0 21.0 
7.36 10. 0 17,0 13.0 8. 32 10,0 8.0 22.0 
7,54 10, 0 16.0 14.0 8.41 10,0 7,0 23.0 
7, 60 10.0 14.0 19.0 38.51 10.0 6.0 24.0 
7.77 10. 0 14.0 16.0 8. 62 10.0 9.9 29. 0 
7.87 1G. 0 13.0 17.0 8. 74 10. 0 4.0 26.0 
7.96 10. 0 12,0 18.0 8,92 10. 0 3.0 27.0 
8. 05 10.0 11.0 19. 0 9.10 10. 0 2.0 28. 0 
8. 14 10. 0 10.0 20.0 
4. 0. 1mol/L Tris-HCl 二 甲 肿 酸 钠 缓 冲 液 (pH 5.0 一 7.4) 
0. 2mol/1 =F 0. 2mol/L 0. 2mol/L — FOO, 2mol/L. 
pH 3 RJK || pH 蒸馏水 
种 酸 钠 (mL) HCl(mL) APA EACmL) HCLmDL) 
0. 0 29 23.9 51.5 6. 4 29 9.2 65.8 
5.2 25 22,5 92.0 6. 6 29 6,7 68, 3 
Oo. 4 20 21.5 53.5 6.8 20 4.7 T0. 3 
0. 6 20 19.6 09. 0 7.0 25 3.2 71.8 
0. 8 29 17.4 5957. 9 7.2 29 2. l 72.9 
6.0 29 14.8 60. 3 7,4 20 1.4 73,6 
6.2 29 11.9 63. 1 


tE: HCI 可 由 H2COs 代替 ,配制 成 二 甲 肿 酸 钠 -HCO: 缓冲 液 


5. 0, 2mol/L 碳酸 盐 缓 冲 液 (PH 9. 2 一 10.7) 
0. 2mol/ LNa， CO, Q. 2mol/l. Na; HCO; H 0, 2mol/LNa> CO, 0, Zmol/INa, HCO, 


je 
T 


(mL) (mL) (mL) (ml.) 
9.2 4.0 46.0 10.0 27.9 22.0 
9.3 7,9 42.9 10.1 ~ 30.0 20. 0 
9, 4 9.9 40.9 10. 2 33.0 17.0 
9. 5 13.0 37.0 10, 3 39.9 14.5 
9.6 16.0 34.0 10.4 38.5 11.5 
9.7 19.5 30.5 10.5 40,9 9.5 
9.8 22.0 28. 0 10. 6 42.9 7.9 
9.9 25.0 25.0 10.7 49.0 9. 0 
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大 多 数 神经 激素 、. 肽 类 物质 为 水 溶性 的 ,在 用 于 免疫 细胞 化 学 研究 之 前 . 常 需 轿 
定 。 但 肽 类 和 和 蛋白 质 的 物理 、 化 学 性 质 不 同 , 因 而 对 不 同 的 固定 方法 及 固定 剂 的 反应 
也 不 尽 相 同 。 芭 些 固 定 剂 其 至 可 同时 破坏 和 (或 ) 保 护 同一 抗原 的 不 同 抗原 决定 艇 ，。 
内 此 ,在 进行 免疫 细胞 化 学 研究 之 前 ,很 有 必要 了 解 所 要 研究 物质 (蛋白 质 或 肽 类 ) 的 
化 学 性 质 , 并 根据 需要 来 选择 适宜 的 固定 剂 (或 国定 方法 ) 以 及 改进 固定 条 件 。 

目前 ,免疫 细胞 化 学 研究 中 常用 的 固定 剂 仍 为 醛 类 固定 剂 ,其 中 以 甲醛 类 和 戊 二 
了 检 最 为 常用 。 以 下 简要 介绍 几 种 目前 较为 常用 的 固定 剂 ,可 根据 需要 选用 。 


一 .4% 多 聚 甲醛 -0. lmol/L BBE HK (pH 7. 3) 


1. 试剂 

多 聚 甲醛 40g, 0. lmol/L 磷酸 缓冲 液 至 1 000mL, 

2. 配制 方法 

称 取 40g 多 聚 甲 醛 , 置 于 三 角 烧 瓶 中 ,加 入 500~800mL 0. lmol/L 磷酸 缓冲 液 
(phosphate buffer, 以 下 简称 PB) ,加 热 至 60 左右, 持续 搅拌 (或 磁力 搅拌 ) 使 粉末 
完全 溶解 ,通常 需 滴 加 少许 1mol/L NaOH 才能 使 溶液 清亮 ,再 用 lmol/L HCl 将 
pH val @7.2~7.4,iR/G th 0. 1mol/L 的 PB 于 1 000mL, E47 3B YY. 

3. 应 用 

该 固定 剂 较 适 于 光 镜 免疫 细胞 化 学 研究 ,最 好 是 动物 经 灌注 固定 取材 后 .继续 浸 

泡 固定 2~24h。 另 外 ,该 固定 剂 较为 温和 , 适 于 组 织 标本 的 较 长 期 保存 。 


二 .4M 多 聚 甲醛 -磷酸 二 氢 钠 /氧气 化 钠 


1, 试剂 

A 液 :多 聚 甲 醛 40g 2818 7k 400mL; 

B 液 :NasHPO, .2H;O 16. 88g 2848 7k 300mL; 

C R NaOH 3. 86g, 218 7K 200mL, 

2. 配制 方法 

A 液 最 好 在 500mL 的 三 角 烧 瓶 中 配制 (方法 同 前 ) ,至 多 聚 甲 醛 完全 溶解 后 
却 行 用 。 注 意 : 在 溶解 多 缘 甲 醛 时 ,要 尽量 避免 吸 人 气体 或 使 液体 溅 人 眼 内 。B 和 
C 液 配制 好 后 ,将 B 液 倒 人 C 液 中 ,混合 后 再 加 入 A 液 ,以 Imol/L NaOH 或 1mol/ 
L HCL 将 pH 调 至 7.2 一 7.4。 最 后 ,补充 蒸馏 水 至 1 000mL 充分 混合 ,4 人 冰箱 保存 
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备用 。 

3. 应 用 

该 固定 剂 适 于 光 镜 和 电镜 免疫 细胞 化 学 研究 ,用 于 免疫 电镜 时 ,最 好 加 入 少量 新 
鲜 配 制 的 成 二 醛 ,使 其 终 浓度 为 0.5% 一 1% 。 该 固定 剂 较 温和 , 适 于 组 织 的 长 期 保 
人 存 。 组 织 标本 放 于 该 固定 液 中 ,4C 冰 箱 保 存 数 月 仍 可 获得 满意 的 染色 效果 。 


= Bouin 液 及 改良 Bouin W 


1. 试剂 
Tel Al RAB 700mL, 40% FARE 250mL、 冰 柄 酸 50mL 
2. 配制 方法 


先 将 饱 兰 味 酸 过 滤 , 加 入 甲醛 (有 沉淀 者 禁用 ) ,最 后 加 入 冰 酷 酸 ,混合 后 存 于 
4L 冰 箱 中 备用 。 冰 醋酸 最 好 在 用 前 加 入 。 改 良 Bouin RAR TKR 

3. 应 用 

该 固定 液 为 组 织 学 .病理 学 常用 固定 剂 之 一 ,对 组 织 的 穿 透 力 较 强 ,固定 较 好 , 结 
构 完 整 。 但 因 偏 酸性 (pH 为 3 一 3. 5) ,对 抗原 有 一 定 损害 , 且 组 织 收缩 较 明 显 , 故 不 
适 于 组 织 标本 的 长 期 保存 。 此 外 ,操作 时 应 避免 吸入 气体 或 与 皮肤 接触 。 


四 .Zamboni(stefanini) 液 


1. 试剂 

多 聚 甲醛 20mL、 饱 和 苦味 酸 150mL, Karasson-Schwlt PB 至 1 000ml.. 

2. 配制 方法 

称 取 多 聚 甲 醛 20g, TA Ta A RR 150mL ,加热 至 60C 左 右 , 持 续 搅拌 使 充分 
深 解 .过滤 及 冷却 后 ,加 Karasson-Schwlt PB 至 1 000mL 充分 混合 (Karasson- 
Schwlt 磷酸 缓冲 液 的 配制 方法 见 本 章 第 一 节 )。 

3. 应 用 

该 固定 液 适 于 电镜 免疫 细胞 化 学 ,对 超 微 结构 的 保存 比 纯 甲 醛 好 ,也 适 于 光 镜 免 

疫 细胞 化 学 研究 ,为 实验 室 常用 固定 剂 之 一 。 我 们 在 应 用 中 , 常 采用 2.5%% 的 多 聚 甲 
RERI 30% 的 饱和 苦味 酸 , 以 增加 其 对 组 织 的 穿 透 力 和 固定 效果 而 保存 更 多 的 组 织 搞 
原 , 固 定时 间 为 6 一 18h。 


五 ,PLP X ( periodate-lysine-paraformaldehyde fixative 过 碘 酸 盐 - 赖 
须 酸 -多 聚 甲醛 固定 液 ) 


1. 试剂 
TARA Bi RED AB th ERE MB). SR Rik. 
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2. 配制 方法 

(1) EFW ACO. 1mol/L 赖 氨 酸 -0.5mol/L Na;PO, ,pH 7. 4) : 称 取 赖 氨 酸 盐酸 
盐 1.827g 溶 于 50mL iB K+, 188| 0. 2mol/L 的 赖 氨 酸 盐酸 盐 深 液 ,然后 加 入 
Na, HPO, Æ 0. lmol/L,4} pH 调 至 7.4, 补 足 0.1mol/ & PB 2 100mL, 1E H A wm 
浓度 也 为 0.1mol/L,4C 冰箱 保存 ,最 好 两 周 内 使 用 。 此 溶液 的 渗透 浓度 为 
0. 3mmol/L, 

(2) 贮存 液 B(8 加 多 聚 甲醛 溶液 ): 称 8g SRA RA 100mL 3 KP, BR 
844A RRR. HEI 4C 冰箱 保存 。 

(3) 临 用 前 ,以 3 份 A 液 与 1 份 B 液 混合 ,再 加 和 人 结晶 过 碘 酸 钠 (NalO, ) ,使 
NalO, 终 浓度 为 2%。 由 于 A.B 两 液 混合 ,pH 从 约 7. 5 降 至 6. 2, 故 固定 时 不 需 再 
调 pH 值 。 固 定时 间 为 6 一 18h。 

3. 应 用 

该 固定 剂 较 适 于 富 含 糖 类 的 组 织 , 对 超 微 结 构 及 许多 抗原 的 抗原 性 保存 较 好 。 
其 机 制 是 借助 于 过 碘 酸 氧化 组 织 中 的 糖 类 形成 醛 基 , 通 过 赖 氨 酸 的 双 价 氨基 与 醛 基 
御 合 ,从 而 与 糖 形成 交 联 。 由 于 组 织 抗原 绝 大 多 数 都 是 由 蛋白 质 和 糖 两 部 分 构成 , 抗 
原 决定 簇 位 于 和 蛋 日 部 分 , 故 该 固定 剂 有 选择 性 地 使 糖 类 固定 ,这 样 既 稳 定 了 抗原 ,又 
不 影 啊 其 在 组 织 中 的 位 置 关 系 。IMclean 和 Nakane 等 认为 ,最 佳 的 组 合 是 含 
0. Olmol/LAY cf BAB EEO. 075mol/L MRAR. 20h RABE 0.037mol/L 的 磷 
酸 缓冲 液 。 


入 、Karnovsky 液 (pH 7. 3) 


1. 试剂 

LEPR 30g、25%% 戊 二 醛 80mL, 0. lmol/L PB 至 1 000mL, 

2. 配制 方法 

先 将 多 聚 甲 醋 浴 于 0. mol/L PB 中 ,再 加 入 友 二 醛 ,最 后 加 入 0. 1mol/L 的 PB 
至 1 000mL , 混 匀 。 

3. 应 用 

该 固定 剂 适 于 电镜 免疫 细胞 化 学 ,用 该 固定 液 在 4C 短 时 固定 , 比 在 较 低 浓度 的 
成 二 醛 中 长 时 间 固 定 能 更 好 地 保存 组 织 的 抗原 性 和 细微 结构 。 固 定时 最 好 先 灌注 固 
定 , 然 后 浸泡 固定 10 一 30min, 用 缓冲 液 漂 洗 后 即 可 树 酯 包 埋 或 经 蔗糖 溶液 处 理 后 用 
FERIR. 


t .0. 4% XT Æ BB (parabenzoquinone) 


1. 试剂 
XY FEE 4.0g, 0. Olmol/L PBS 1 000mL. 
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2. 配制 方法 

称 取 4. 0g IERA T 1 000mL 0.01mol/L 的 PBS ENA, 

3. 应 用 

对 葵 醒 对 抗原 具有 较 好 的 保护 作用 ,但 对 超 微 结构 有 一 定 影 响 ,故常 与 醛 类 固定 
剂 混合 使 用 。 一 般 要 求 临 用 前 配制 , 且 避 免 加 热 助 溶 , 因 加 热 或 放置 时 间 过 长 ,固定 
液 变 为 棕色 至 褐色 ,会 使 组 织 标本 背景 增加 ,影响 观察 。 此 外 ,对 苯 本 有 剧 毒 ,使 用 时 
避免 吸入 或 与 皮肤 接触 。 


J\..PFG ¥& (parabenzoqulinone-formaldehyde-gutaraldehyde fixative) 


1. 试剂 

XT ASME 20g、 多 聚 甲醛 15g、25% 戊 二 醋 40mL, 0. lmol/L 二 甲酸 钠 缓 冲 液 至 
1 000mL, 

2. 配制 方法 

先 以 500mL 左右 的 二 甲酸 钠 缓 冲 液 溶解 对 茶 栈 及 多 保甲 醛 , 然 后 加 入 成 二 醚 ， 
最 后 加 入 二 甲酸 钠 缓冲 液 至 1 000mL 充分 混合 。 

3. 应 用 

对 茶 醒 与 成 二 醛 及 甲醛 联合 应 用 , 即 可 阻止 醛 基 对 抗原 的 损害 ,又 不 影响 超 微 结 
构 的 保存 , 故 适 于 多 种 类 抗原 的 免疫 细胞 化 学 ,尤其 是 免疫 电镜 的 研究 。 


九 \ 矶 二 亚 酰 胺 -成 二 醛 (ECD-G ) 液 


1. 试剂 

0, 05mol/L PB 500mL, 0. O0lmol/L PBS 500mL, Tris #4 14g.% HCL 少许 、ECD 
10g, 25% RZE 3. 5mL。 

2. 配制 方法 

先 以 约 500mL 的 PB 与 相同 体积 的 PBS 混合 ,加 入 Tris( 使 其 终 浓度 为 1. 4%) 
溶解 ,以 浓 HC W pH 至 7.0。 再 将 事先 称 取 好 的 ECD 和 成 二 酮 加 入 混合 液 , 振 摇 
后 计时 ,用 pH 计 检 测 , 约 2 一 3min 时 ,pH PME 6.6, 再 以 Imol/L 的 NaOH 在 
4min 内 调 pH 至 7.0。 此 时 ,将 该 混合 固定 液 加 入 盛 有 细胞 (经 BPS 漂洗 过 ) 的 器 到 
中 ,在 23C RE Tmin 后 ,以 PBS 洗 去 固定 液 , 即 可 进一步 处 理 。 

3. 应 用 

ECD Bf Z -E SE SE A BE he WG EER EE C1 -ethyl-3 (3-dimethy-aminoprpyl)- 
carboi-imide hydrochloride) , WM PRA 3£-CDI, Hh AF SRKBRAN AE WHEE 
质 的 固定 也 有 良好 效果 。ECD 单独 应 用 时 ,边缘 固定 效应 重 。 但 与 戊 二 醋 、Tris 及 
PB 联合 应 用 ,效果 明显 改善 ,细胞 质 仍 可 渗透 ,利用 细胞 中 抗原 的 定位 , 超 微 结构 保 





310 ”细胞 生物 学 荧光 技术 原理 和 应 用 


存 较 好 。 昌 前 认为 它 是 一 种 很 好 的 用 于 培养 细胞 电镜 水 平 免疫 细胞 化 学 研究 的 固 
定 剂 。 

以 上 介绍 了 目前 免疫 细胞 化 学 中 常用 的 一 些 固 定 液 。 固 定 液 种 类 还 很 多 ,如 
70% ~90% 的 酒精 .丙酮 .醋酸 酒精 ( 含 0. 1% 一 1%% 醋 酸 的 70% 一 90% 酒 精 ) ,这 些 溶 
液 都 能 促使 蛋白 质 凝 固 。 它 们 最 初 只 是 光学 显微镜 通用 的 固定 液 ,但 在 免疫 细胞 化 
学 上 用 其 他 方法 不 成 功 时 ,也 可 试用 。 总 之 ,掌握 一 个 原则 :免疫 细胞 化 学 中 , 含 重金 
属 的 固定 液 禁 用 (但 Zenker-Formalin 可 进行 短 时 的 固定 )。 目 前 多 认为 ,对 生物 标 
本 较 好 的 固定 措施 是 :用 4C 的 Karnovsky 液 灌注 固定 10 ~ 30min 后 ,接着 在 
pH 7.3 0. imol/L 的 二 甲 肿 酸 钠 缓冲 液 中 漂洗 过 液 ,这 种 短 时 冷 固 定 处 理 , 有 助 于 超 
微 结 构 和 许多 肽 类 抗原 的 保存 。 对 其 他 较 难 保存 的 抗原 可 尝试 PFG、PLP 及 
Zamboni SR 国定 液 。 


第 三 节 粘 附 剂 


在 免疫 细胞 化 学 工作 中 ， 由 TRA OA LEN EENE. i 
BFA Be A FL EO 


一 oe 


1. 试剂 

Se GH, 0.5g, BARE Cgelatine)5g, H,O 约 j! 000mL > 

2. 配制 方法 

一 在 1000mL 的 烧杯 或 烧瓶 中 ,以 500~800mL H:O 加热 溶解 明胶 ， 待 其 完全 党 
解 后 ， 再 加 入 铭 栅 。 注 意 温度 过 高 易 使 明胶 烧 糊 ， 包 被 玻 片 时 最 好 控制 水 温 在 OC. 
如 有 明显 残渣 ， RLU 


E m BA 


p ORRE 2. smL, 明 
2. 配制 方法 


B 0, 5g BAKE 100mL, 





(DR KA 80mL) 加 热 洲 解 明 胶 , 待 完全 深化 后 ,加 和 甲醛 ， 最 后 EMAR “ 


tek 100mL 1B B. 


te 
Sees on 





附录 ”人 免疫 细胞 化 学 第 用 试剂 及 其 配制 方法 31] 


= #£ EMA (poly-l-lysine, PLL) 


1. 试剂 

FeRAM 5g, ATA KA 1 000mL, 

2. 配制 方法 

称 取 PLL, TFT HzO, 充 分 混合 即 可 ,此 液 浓 度 为 0.5% ,可 适当 稀释 配 成 
0.01%% 一 0.5 上 浓度 。4CC 人 保存, 也 可 一 20 人 备用 。PELL 可 反复 冰冻 ,如 无 明显 效果 ， 
工作 液 常 再 稀释 10 一 50 4%. 


四 、Vectabond 试剂 


该 试剂 是 Vector 公司 生产 的 一 种 新 型 玻 片 粘 附 剂 。 该 试剂 与 一 般 的 粘 附 剂 不 
癌 , 它 是 通过 对 玻璃 表面 起 化 学 修饰 作用 ,改变 其 表面 的 化 学 物理 特性 ,使 组 织 切片 
牢固 地 巾 于 玻璃 片上 , 贴 上 后 不 易 脱 落 ,保留 时 间 较 入 。 一 个 试剂 盒 (7mL) 可 配 成 
350mL 工作 液 ( 用 丙酮 配 )。 处 理 载 玻 片 前 (事先 酸 处 理 ), 用 染色 和 所 装 好 各 种 液体 ， 
按 下 列 程序 进行 : 

(1) 干净 载 玻 片 经 丙酮 处 理 5min; 

(2) Vectabond 试剂 工作 液 配 制 7mL Vectabond 加 350mL 丙酮 ; 

(3) HRK A FA Ge FETE RZ A Vectabond 试剂 1 一 2 K; 

(4) 蒸馏 水 洗 2 次 ,每 次 5min;37 仿 干燥 过 夜 ,用 铝 箱包 好 ,室温 存放 备用 。 注 
意 : 避 人 免 污 染 ( 人 尘埃 等 )。 经 上 述 方法 处 理 的 载 片 一 般 可 存放 半年 以 上 。 


第 四 节 HEN 


一 ,甘油 -TBS 及 甘油 -PBS 


1. 试剂 

(1) 配方 1 ;甘油 90mL,0. 01 mol/L TBS( 或 PBS) 10mL; 

(2) 配方 2; 甘 油 75mL,0. 01 mol/L TBS( 或 PBS) 25mL。 

2. 配制 方法 

按 比 例 将 甘油 和 TBS( 或 PBS) 充 分 混合 后 ,4C 冰箱 静 置 , 待 气泡 排除 后 方 可 
使 用 。 
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= AY BA BE aR) 


1. 试剂 | 

明胶 10g, 甘油 12mL, k 100mL, BAM PIE, 

2. 配制 方法 

称 取 1g 明胶 溶 于 温 热 ( 约 40C ) 的 蒸 馅 水 中 ,充分 溶解 后 过 滤 ,再 加 和 人 12mL H 
油 混 合 均匀 。 加 人 少许 香草 酚 ,这 是 为 了 防腐 。 | 


三 ,液体 石蜡 


液体 石蜡 因 含 杂质 少 "很 少 引起 非特 噶 性 荧光 ; 改 第 用 于 奖 光 组 化 及 免疫 荧光 法 
时 标本 的 封 园 。 : 


| m, DPX 

1. 试剂 

Distrene 10g, AR-T 5ml.、 aA 35mL。 

2. 应 用 

DPX 为 中 性 封 固 剂 ,用 于 多 种 染色 方法 且 不 易 褪 色 , 但 组 织 收缩 较 胃 显 , 故 应 
量 使 其 为 均匀 的 一 -WE DPX 现 有 商品 出 售 , 可 直接 应 用 。 天 过 于 丰 竹 ,可 加 少时 
二 甲苯 稀释 后 应 用 。 注意 ;二 甲 莱 不 可 加 得 到 多 ,二 甲 业 挥发 后 ， AF EM BES F 
燥 的 空 泡 ， 影响 观察 , 遇 有 这 种 情况 ,可 用 二 甲苯 浸泡 掉 盖 玻 后 重新 封 因 。 

HII TM 


详 见 本 书 第 一 章 第 四 节 ， 
第 五 节 ”其 他 辅助 试剂 


一 FR BEE PES Be 


免疫 网 胞 化 学 中 应 用 的 蔗糖 溶液 常用 浓度 为 5% ~ 30%, — RE DEY ALF 
20% 蓄 糖 处 理 即 可 。 若 制备 电镜 标本 ,在 冰冻 前 最 好 经 上 行 莽 精 溶液 (5% .10% 、 
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15% 20% & 20%% 芒 糖 -5 名 上 甘油 等 ) 处 理 , 以 确保 其 完好 的 细微 结构 。 

1.20% RRR 

(1) 试剂 。 薛 糖 20g. 0. lmol/L PB(pH 7.5) # 100mL., 

(2) 配制 方法 。 先 以 少许 0. mol/L 的 PB YA fF EB, FE I 0. lmol/L PB 至 
100mL FAKE» BF 4°C RFR 

(3) 应 用 。 该 液 多 用 于 光 镜 研究 。 标 本 在 刚 放 人 浓度 如 此 高 的 蔗糖 液 时 常 浮 在 
上 面 , 当 标本 沉 到 底部 时 即 可 。 通 常 光 镜 标本 浸泡 在 20%% 蔗糖 液 中 过 夜 , 都 能 达到 
要 求 。 

2H 20 BH RY , PBS- A . RE RE 20g.0. lmol/L PBS 100mL ,溶解 后 高 压 消 毒 
(12 磅 ,20min。 压 力 太 高 会 使 藤 糖 焦化 )。 

2.20% RE 4-5 YH ik 

(1) 试剂 。 苏 糖 20g、 甘 油 SmL, 0. lmol/L PB 至 100mL( 约 95mL). 

(2) 配制 方法 。 先 用 少许 PB 溶解 蔗糖 后 ,再 加 入 甘油 ,充分 混 匀 ,最 后 加 入 PB 
至 100mL ,于 4 和 保存 备用 。 

(3) 应 用 。 该 液 主要 用 于 标本 需 做 冰冻 切片 时 的 处 理 , 常 浸泡 过 夜 (其 他 浓度 的 
蔗糖 常 分 别 为 2h 左右 )。 蕊 糖 是 一 种 廉价 的 防冻 剂 , 兼 有 脱水 的 作用 , 它 可 减 小 标 
本 在 冰冻 切片 时 冰晶 形成 的 数量 和 大 小 ,应 用 较为 方便 。 乔 无 试剂 莽 糖 (sucrose) 也 
By FA i AE (cane sugar) 。 配 制 好 的 芒 糖 溶液 ,如 放置 时 间 超 过 一 个 月 时 ,应 重新 
配制 。 


二 Triton X-100 (R Z, — Bi H AE EAE 


免疫 细胞 化 学 中 , Triton X-100 BAAR HEA 1% 和 0. 3%, 但 通常 是 先 配 制 成 
30% BY Triton X-100 储备 液 , 用 时 稀释 至 所 需 浓 度 。 以 下 是 30% Triton X-100 AY AC 
制 方法 。 

1, 试剂 

Triton X-100 28. 2mL, lmol/lL PBS (pH 7. 3) 0. 05mol/L TBS(pH 7. 4) 
72, 8mL, 

2. 配制 方法 

W Triton X-100 5 PBS( 或 TBS) 混 合 ,; 置 于 37C ~40C 水 浴 中 2 一 3h, 使 其 充 
分 洲 解 混 匀 。 用 前 取 该 储备 液 稀释 至 所 需 浓度 。 

3. 应 用 

Triton X-100 是 一 种 非 离子 型 表面 活性 剂 ( 或 称 清洁 剂 ) ,分 子 量 为 646. 86 
(Ca HssOu)。 它 能 溶解 脂 质 , 以 增加 抗体 对 细胞 膜 的 通 透 性 。1% 的 Titon X-100 常 
用 于 漂洗 组 织 标 本 ,0.3% 的 Triton X-100 则 常用 于 稀释 血清 、 配 制 BSA 等 。 
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三 ,甲醇 -H;O; W 


1, 试剂 

纯 甲醇 10mL, 30%H,O, 0. imL, 

2. 配制 方法 | 

吸取 30% HK) H;O; 0. 1mL, 加 入 100mL ai A RE , HABA ADT Le H,O, AM 
度 为 0.3%( 有 的 用 0.03% 0.5%), 
”3. 应 用 

甲醇 -H,0 〇 0， 处 理 组 织 标本 ,具有 封闭 内 源 性 过 氧化 物 栈 活性 的 作用 ， 但 其 具体 机 
制 至 今 仍 不 详 。 通 常 处 理 时 间 在 室温 下 约 为 5 一 30min。 注 意 , 用 HO, 处 理 标 本 ， 
对 其 些 抗原 的 抗原 性 有 影响 ， CEES ROIS, 最 好 同时 设立 非 外 
BX FAA Ls 
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